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« « « o La leucemia mieloide cronica (LMC) es una enfermedad neoplésica de las células
troncales pluripotenciales. Aunque se caracteriza fenotipicamente por la proliferacion de
la linea mieloide, puede considerarse una verdadera panmielopatia de naturaleza clonal
en la que se ven afectados monocitos, eritroblastos y megacariocitos, asi como
linfocitos B y T. En la mayor parte de los casos (mas del 90%) todos ellos pertenecen a
un mismo clon leucémico. Este clon proviene de una translcocacion reciproca entre los
cromosomas numeros 9 y 22, que conducen a un brazo largo, claramente acortado, de
uno de los cromosomas del par 22, conocido como Cromosoma Filadelfia (Ph) el cual
tiene un reconocimiento homologo molecular, el gen BCR-ABL (ROWLEY 1973).

Es una enfermedad con un curso tipicamente escalonado: desde una fase cronica
(FC), cuya evolucion se mide en afios desde el diagndstico, a una crisis blastica (CB),
que debe considerarse como una verdadera Leucemia Aguda. Esta transformacion
puede hacerse directamente o bien pasando por lo que se denomina fase acelerada (FA)

cuya evolucion suele medirse en meses.

I. EPIDEMIOLOGIA

La LMC supone el 20% de todas las leucemias del adulto con una incidencia
anual de 1-2 casos por cada 100.000 habitantes. La mediana de edad en el momento del
diagnodstico es de 53 afios, con escasa incidencia en las primeras décadas de la vida.

Existe un discreto predominio en varones, con una relacion hombre/mujer de 1.4:1.

Por norma general, los pacientes se encuentran asintomaticos en el momento del
diagnostico y la patologia se descubre como hallazgos de laboratorio (PANE 1997)
(GREENLE 2001) (SAWYERS 1999).
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II. ETIOLOGIA

La exposicion a altas dosis de radiacion ionizante es un probable agente causal en
la LMC. Asi, se ha observado que, pacientes sometidos a altas dosis de radiaciones
ionizantes, como japoneses expuestos a radiacion liberada por detonaciones de las
bombas atomicas en Nagasaki e Hiroshima (BUSHLE, 1988), britanicos tratados con
irradiacion espinal por espondilitis anquilosante (LEBOWITZ 1976) y las mujeres con
carcinoma cervical uterino tratadas con radioterapia (BAUERMEISTER 1971), tuvieron

una frecuencia de LMC significativamente mayor a grupos comparables no expuestos.

Los leucemoégenos quimicos, como benceno y agentes alquilantes, no se han
identificado como agentes causantes de LMC a excepcion de los inhibidores de la
topoisomerasa II del ADN, al tener éstos una propension a inducir leucemia positiva

para (9;22) (HASSELBACH 1986).

No existen datos concluyentes acerca de que exista algiin patron familiar por el

que se vea aumentada la incidencia en la LMC.
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Ill. PRESENTACION CLINICA

La LMC evoluciona de una manera bi- o trifasica. El paso de una fase a otra se
define mediante la evolucién de pardmetros clinicos y analiticos. El 80% de los
pacientes se diagnostican en FC, evolucionando a FA para terminar en CB.El 20%
restanta evolucionan directamente a CB sin previo paso por FA. De ¢éstos,

aproximadamente un 10% se presentan directamente en FA o CB (SPIERS 1995).

La FC se define mediante datos de laboratorio: leucocitos > 20 x 10°/L con
<10% blastos en en sangre periférica o médula 6sea (THOMPSOM 1982). Junto a estos
datos es frecuente encontrar actividad de la fosfatasa alcalina de los neutrofilos (FAG)
baja o ausente en mas del 90% de los pacientes, aumentando hasta casi pardmetros
normales en presencia de inflamacion, infeccion grave o respuesta al tratamiento
(MITUS 1996). Aunque la proporcion de eosinofilos no suele estar aumentada, si se
observa con frecuencia elevacion del recuento absoluto. En alguna ocasion su numero
domina sobre los granulocitos, denominandose LMC eosindfila Ph (+) (CORTES 1996).
Hay un aumento absoluto en la concentracion total de basofilos en practicamente todos
los pacientes, pudiendo ser util este dato en el diagnostico diferencial. El recuento
absoluto de linfocitos esta elevado en los pacientes con LMC en el momento del
diagnéstico, como consecuencia del aumento equilibrado de de los linfocitos T
colaboradores y T supresores (DOWDING 1984).EI recuento de plaquetas también esta
elevado en aproximadamente el 50% de los pacientes en el momento del diagndstico

(MALSON 1974).

Los sintomas mds frecuentes referidos por los pacientes por orden de frecuencia
seran astenia, anorexia o pérdida de peso, sudoracion, fiebre, dolores dseos, cefalea,

dolor esternal, hepatomegalia y esplenomegalia (LITHMAN 1987) (Tabla 1).

Otros sintomas de presentacion menos frecuente seran los ocasionados por
hipermetabolismo, como sudoracién nocturna, intolerancia al calor, pérdida de peso
que simula una tirotoxicosis, artritis gotosa aguda, priapismo, actufenos, dolores a
consecuencia de infartos esplénicos, diabetes insipida sensible a vasopresina (JUAN
1985) o infiltrado perivascular de neutréfilos en la dermis (Sindrome de Sweet) (COHE

1987).
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Sintmos y signos % Pacientes
Astenia 80
Anorexia 60
Pesadez abdominal 40
Sudoracion 15
Fiebre 10
Dolores 6seos 10
Cefalea 5
Esplenomegalia 85
Dolor esternal 80
Hepatomegalia 40
Esplenomegalia >10cm 21

Tabla 1: Sintomas y signos mds frecuentes de la LMC Ph(+)

en fase cronica.

La FA se define por la presencia de un 10-30% de blastos en sangre periférica o
médula 6sea. Es frecuente el aumento progresivo de blastos, promielocitos y basofilos,
tanto en sangre periférica como en médula 6sea. Se inccrementa la presencia de anemia
y plaquetopenia. La clinica que presenta el paciente sera la consecuencia de la
progresion de la enfermedad, siendo ya frecuente la aparicion de fiebre, sudoracion,

dolores dseos, nauseas, dolor abdominal, pirpuras y aumento de infecciones.
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La CB se define como mas del 30% de blastos en sangre periférica o médula dsea.
Puede ser de origen mieloide, linfoide o indiferenciada. La clinica continuard siendo la
de la evolucion de la enfermedad, con aparicion de hemorragias, complicaciones
infecciosas, adenopatias y disfuncion del sistema nervioso central. Los pacientes en
crisis blastica tienen mal pronostico, con una mediana de supervivencia de 3 a 6 meses

(HOROWTZ 1996) (McGLAVE 2000).
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IV. DIAGNOSTICO

En el pasado, el diagnostico de LMC se establecia mediante criterios clinicos y de
laboratorio, los cuales incluian la presencia de esplenomegalia, neutrofilia, leucocitosis
con circulacion de formas inmaduras de la serie granulocitica, basofilia y FAG baja o
ausente. La actividad baja de la FAG se utilizaba clasicamente en el diagnostico

diferencial con la policitemia vera en la que, por lo general, se encuentra aumentada.

Tanto el estudio del frotis de sangre periférica (sp) como el examen citologico del
aspirado de médula 6sea (AMO) comparten caracteristicas con otros sindromes

mieloproliferativos créonicos (SMC).

Hoy en dia, el diagndstico de la LMC requiere la deteccion del cromosoma Ph o

sus productos, ya sean la fusion del mRNA BCR-ABL o la proteina Ber-Abl.

1. LMC Cromosoma Filadelfia Negativa

Algunos pacientes con criterios clinicos de LMC presentan ausencia de
cromosoma filafefia (Cromosoma Ph). Esto se observo aproximadamente en el 15% de
los pacientes en un extenso estudio prospectivo realizado por el Medical Rearch

Council.

En casi la mitad de estos pacientes, se aprecian reordenamientos complejos
cromosOmicos que enmascaran la traslocacion del t (9,22). Otra circunstancia observada
es la negatividad del cromosoma Ph mediante cariotipo, pero se evidencia la fusion de
los genes BCR-ABL en los andlisis de FISH realizados en células en metafases o
interfases o en PCR en tiempo real. La evolucion en estos dos grupos de pacientes suele

ser similar a aquellos con LMC con cromosoma Ph positivo (+).

En aproximadamente un tercio de este grupo no se observa evidencia molecular
de fusion de BCR-ABL. En general, estos pacientes presentaran evolucion diferente,
que incluye disminucién de la supervivencia, peor respuesta a tratamiento, ausencia de

basofilia, frecuente trombocitopenia, posibilidad a progresion de leucocitosis,
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organomegalias, infiltrados extramedulares y fallo medular, algunos de ellos sin fase
terminal de leucemia aguda. La mayoria de estos pacientes tendran una enfermedad que,
siendo distinta a la LMC, se debe considerar mas bien como un sindrome

mielodisplasico (SAVAGE 1997).

- LMC atipica:

Existe conflicto entre hematdlogos y hematopatdlogos sobre la necesidad o n6 de
la presencia de la fusion de BCR-ABL para establecer el diagnodstico de LMC. No
obstante, la clasificacioin de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) concluyo6
que el término “LMC atipica”, aunque imperfecto, podria ser mantenido para aquellos
pacientes con displasia granulocitica con ausencia de fusion de BCR-ABL (7abla 2). La
categoria de sindrome mieloproliferativo/mielodisplasico fue creada para estos

pacientes (VARDIMAN 2002).

Criterios diagnostico de LMC atipica seguin WHO

- Leucocitosis en sangre periférica debida a aumento de formas maduras e inmaduras de
neutrofilos

- Disgranulopoyesis prominente

- Biopsia de médula 6sea hipercelular con proliferacion granulocitica y displasia granulocitica,
con o sin displasia de las lineas eritroides o megacariociticas.

- Precurosores de neutrofilos (promielocitos, mielocitos, metamielocitos) >10 % del total de
leucocitos.

- Recuento de blastos en sangre periférica o médula 6sea menor de 20%.
- Inexistente o minima basofilia absoluta; basofilos <2% de leucocitos en sangre periférica.

- Inexistente o minima monocitosis absoluta, monocitosis <10% de leucocitos en sangre
periférica.

- No deteccion del cromosoma filadelfia o sus genes de fusion.

Tabla 2: Criterios diagndstico de la Leucemia Mieloide Cronica atipica segun la
Organizacion Mundial de la Salud.
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- Leucémia neutrofilica cronica:

Algunos pacientes BCR-ABL negativos han sido descritos como leucémia
neutrofilica cronica, caracterizada por hiperplasia de formas granulociticas maduras en
sangre periférica y médula 6sea, hepatomegalia y, con frecuencia, aumento de la FAG

(REILLY 2002).

Aunque estos pacientes rara vez progresan a leucemias agudas, la supervivencia es
corta. A pesar de que el tratamiento no estd claro, parece ser que algunos de ellos

responden a interferon (KURZROCK 2001).

2. Diagnéstico diferencial

Existen un grupo de enfermedades con algunos rasgos clinicos similares a una
LMC, que pueden ser diagnosticadas de forma incorrecta como LMC, siendo diferentes,

sin embargo, desde el punto de vista molecular y genético. Este grupo incluye:

- Leucémia Mielomonocitica Juvenil:

La Leucemia Mielomonocitica Juvenil es una rara y fatal enfermedad de la
infancia y adolescencia (NIEMEYER 2003), caracterizada por sobreproduccion clonal
de células mieloides maduras, por lo general con exceso de monocitos, que lleva a una
infiltracion de 6rganos y muerte temprana por fallo orgéanico o infeccion. Al contrario
que en la LMC, el cariotipo es normal y la evolucion a leucemia aguda infrecuente

(PASSMORE 2003).
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- Leucémia Mielomonocitica Cronica:

La leucémia Mielomonocitica Cronica (LMMC) es una entidad clasificada por la
WHO como enfermedad mielodisplasica/mieloproliferativa con caracteristicas de
ambas. Se caracteriza por la sobreproduccion de monocitos maduros y displasicos y, en
ocasiones, de neutréfilos, con frecuencia acompanada de anemia y trombocitopenia. La
morfologia de la médula 6sea muestra cambios displasicos en al menos dos lineas
mieloides. (BENNETT 1994). La citogenética en el aspirado de médula Osea es variable
segun los pacientes. En muchas ocasiones no se observan alteraciones algunas y en
otras se aprecian anomalias como monosomia del cromosoma 7, deleccion del (7q) y, en

algunas ocasiones, se observan translocaciones como t(5;12), t(9;12) o t(5;7).

Muchas de estas translocaciones producen proteinas de fusion en las que una
pareja es una proteina de la familia tirosincinasa. Como el producto del cromosoma Ph
es también una tirosincinasa, la fosfoliracion aberrante de la tirosina podria ser un

mecanismo comun en estas patologias mieloides (WALDLEIGH 2005).

- Leucemia Esinofilica Cronica:

La Leucemia FEosinofilica Crénica (LEC) es un raro desorden clonal
mieloproliferativo caracterizado por la sobre-produccion de eosinofilos displasicos con
concentraciones plasmaticas de Interleukina 3 y 5, y médula dsea hiperldsica y
displasica, con tendencia hacia la evolucion a Leucemia Mieloide Aguda (LMA) (BAIN
1996). La citogenética en la LEC suele ser normal y, de encontrarse alteraciones, las

mas frecuentes suelen ser las del cromosoma 5, 7, 15 0 17 (BAIN 2003).
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- Otras patologias cromosoma Filadelfia positivas:

Un pequeno porcentaje de los pacientes presentan caracteristicas clinicas de
alguno de los otros sindromes mieloproliferativos, como trombocitosis esencial (TE) o
policitemia vera (PV), pero son cromosoma Ph (+) al realizar andlisis de citogenética.
La mayoria de estos pacientes sufriran un comportamiento tipico de LMC, que incluye
progresion eventual a CB y probablementen representardn una forma inusual de
presentacion (STOLL 1998). No obstante, se ha detectado, mediante técnicas de PCR,
transcritos BCR-ABL a bajos niveles en aproximadamente el 50% de los pacientes
cromosoma Ph (-) con TE, sin que éstos tengan una evolucion diferente a los casos
clasicos de TE. Asi, el significado de los transcritos de BCR-ABL en estos pacientes
necesita mayor investigacion (BLICKSTEIN 1997). Fuera de los sindromes
mieloproliferativos nos encontramos con el cromosoma Ph (-) en aproximadamente un
20% de las Leucemias Linfoblasticas Agudas (LLA) de precursores B del adulto, del 5
al 10% de las LLA-B de la infancia y en aproximadamente un 1% de las LMA. La
presencia del cromosoma Ph en leucemias agudas empeora considerablemente el

diagnostico después de la quimioterapia (BLOOMFIELD 1989).
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V. FISIOPATOLOGIA DE LA LMC FILADELFIA
POSITIVA

1. Alteraciones genéticas en la LMC.

La LMC fue la primera enfermedad neoplasica para la que se describido una
alteracion genética caracteristica. En 1960 fueron Novell y Hungerford quienes
describieron una alteracion cromosomica por pérdida aparente del brazo largo del
cromosoma numero 21 ¢ 22 (NOWELL 1961), anomalia que se confirmo
posteriormente, denominando al cromosoma afecto cromosoma Filadelfia (Ph)
(BAIKE 1960) (TOUGH 1961). Este hallazgo abrid nuevas puertas para futuros
estudios patogénicos de enfermedades e introdujo nuevos enfoques terapéuticos. Seria
mas adelante, en la década de los setenta, cuando estuvieron disponibles técnicas de
bandeo para definir estructuras cromosoémicas, permitiendo asi a Rowley demostrar que
el material aparentemente perdido del cromosoma Ph era parte de una translocacion

reciproca entre los cromosomas 9y 22 (ROWLEY 1973). (Figura 1).
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Figura 1: Cariotipo de un paciente con LMC Ph+. (Gentileza de la
Dra.Ferro, Servicio de Genética. Hospital Ramon y Caja)
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Dicho cromosoma sufre su transformaciéon maligna en la célula troncal
hematopoyética afectdndose la neutrofilopoyesis, eosinonofilopoyesis, basofilopoyesis,
monocitopoyesis y la trombocitopoyesis en la LMC en fase cronica (SPIERS 1975).
Asi mismo, se ha visto que los linfocitos B proceden del clon maligno (FIALKOWS
1978) (BOGGS 1974). Los estudios que examinan al gen de los linfocitos T son mas
ambiguos, indicando que éstos proceden en algunos, pero no en todos los casos, del clon
maligno (FIALKOWS 1978) (BOGGS 1974) (JONAS 1992). Hoy conocemos los
puntos de rotura donde se realiza la translocacion de ambos cromosomas. Esta ocurre en
el brazo largo del cromosoma 9 (banda 9q34) localizado en el primer intron de gran
longitud entre los exones la y Ib del gen ABL y en la mitad més alta del brazo largo del
cromosma 22 (banda 22q11), en la gran mayoria de los casos en la region especifica de
sus brazos largos denominada major break point cluster region (M-BCR), situada en
segmento de DNA de 5.8 kilobases. Esta zona consta de 5 exones separada por 4
intrones, en los que se localizard el punto de rotura. Los exones en los que con mas
frecuencia se localizaran los puntos de rotura estan situados entre los exones b2-b3 y
b3-b4. La transcripcion realizada desde el gen hibrido (9,22) se realiza mediante un
RNA mensajero que, por norma general, contiene uno de dos uniones BCR-ABL
designados el3a2 y el4a2. No existe evidencia de que el tipo de union influya en el
pronoéstico. Las dos moléculas de RNAm BCR-ABL sufren una translocacion a una
oncoproteina 210-kd que por lo general se refiere como p210. Se han encontrado otros
dos puntos de rotura: minor-BCR (m-bcr) y micro-BCR (u-BCR). La rotura localizada
en m-BCR se suele asociar a LLA siendo muy rara en LMC. El producto de la
translocacion de este gen es la proteina p190. De igual manera, la rotura localizada en
u-BCR es rara en LMC observandose con mayor frecuencia en leucemia cronica

neutrofilica y trombocitosis (KLEIN 1982) (VERFAURRE 1998).

Al diagnodstico de LMC Ph (+), casi el 100% de metafases de meduila dsea son
positivos para cromosoma Ph. Posteriores translocaciones adicionales son posibles y
marcaran una peor evolucion, fendmeno conocido como evolucion clonal. Entre estas
alteraciones destacan por su frecuencia la trisomia 8, las alteraciones en el cromosoma

17q y la trisomia 19. Alteraciones genéticas menores estdn representadas por las
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monosomias en los cromosomas 7, Y, 6 17, trisomias del cromosoma 17 y 21 y

translocacion balanceada t (3;21) (q26;q22) (FADERL 1999).

El cromosoma Ph no es exclusico de la LMC, estd también presente en el 5% de
LLA de los nifios y en el 25% de los adultos. Igualmente estad descrito en leucemias no

linfociticas y en LMA (PASTERNAK 1998).

2. Biologia molecular en la LMC.

La clonacion de la translocacion 9;22 en la LMC abridé nuevas dimensiones en el
analisis molecular de la enfermedad. La identificacion de secuencias de
oligonucleotidos de las regiones de rotura supuso una contribucion basica en el estudio
de su significado biologico, asi como en el desarrollo de nuevas estrategias

diagnosticas y terapeuticas (PATERNAK 1998).

La yuxtaposicion del protocooncogén ABL, procedente del cromosoma 9, a la
regién M-ber del cromosoma 22, origina el encogen BCR-ABL. Este da lugar a la
sintesis de un RNA mensajero (RNAm) quimérico ber/abl de 8.5 kilobases, el cual
codifica la sintesis de una proteina con actividad tirosincinasa aumentada (p210) que
controla el crecimiento y la diferenciacion celular, atribuyéndose como causa del

comportamiento neoplasico de las células hematopoyéticas (De KLEIN 1982).

El gen reciproco ABL/CBR, originado en el brazo largo del cromosoma 9 como
resultado de la translocacion 9/22, se ha descrito como activo desde el punto de vista
transcripcional de dos tercios de los pacientes, aunque no se ha identificado su papel en

el desarrollo de la enfermedad (PATERNAK 1998).
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2.1 La proteina ABL:

c-ABL pertenece a la familia de proteinas de las tirosincinasas solubles y contiene

diversos dominios, entre los que destacan los de homologia a SRC:SH1,SH2 y SH3.

c-ABL contiene un largo fragmento carboxiterminal con un nimero importante de
dominios que incluyen sefiales de localizacion nuclear, secuencias ricas en prolina de
gran importancia para la union de proteinas adaptadoras, un dominio de union al DNA,

un sitio de unién a p53 y un dominio de union a actina.

La proteina c-ABL se ha visto expresada en todos los tejidos estudiados
localizdndose tanto en el citoplasma como en el nucleo. En el nacleo esta proteina esté
implicada en la respuesta por dafio en el DNA y en la progresion en el ciclo celular, por
su habilidad para unirse a p53 y Rb respectivamente (RAITANO 1997). La lesion de C-
ABL en fibroblastos disregula la proliferacion, lo que facilita la transformaciéon por
diversos oncogenes, mientras que su sobreexpresion inhibe la proliferacion celular

(SAWYERS 1999).

2.2 La proteina BCR:

c-BCR tiene rasgos estructurales que sugieren desempena algin papel en la
translocacion de senales. Esta proteina incluye un dominio serin/treonincinasa, un
dominio de oligomerizacion, un dominio de homologia al factor intercambiador de
nucledtidos Rho-GEF, un sitio de union a lipidos dependiente de calcio, un lugar de

union a la proteina bap-1 y un dominio activador de proteinas Rac GTPasa.

El dominio de dimerizacién, el dominio serin/treonincinasa y el sisito de
fosforilizacién de serin/treonincinasa, se mantienen en todos los tipos de proteinas de

fusion BCR-ABL (RAITANO 1997).

42



INTRODUCCION

2.3 Las proteinas de fusién BCR-ABL.:

Los oncogenes BCR-ABL estan formados por secuencias de distinto tamafio del
gen BCR que se unen a la misma secuencia ABL. Probablemente, la secuencia ABL
aporta el principio transformante, mientras que el diferente tamano de la secuencia BCR
dicta el fenotipo biologico y clinico, asociado con las variantes de BCR-ABL. En la
mayoria de los pacientes con LMC, el punto de rotura en el gen ABL se encuentra en un
segmento de mas de 300 kilobases, entre los exones Ib y Ia y el punto de rotura entre en
el gen BCR se localiza en la region m-BCR, que abarca los exones b1-b5 en la mayoria
de los pacientes con LMC. Ello lleva a un UNAM hibrido con un b3a2 o b2a2 empalme
que codifica la proteina de fusién p210 BCR-ABL (Figura 2).

En raros casos, el puente de rotura en el gen BCR se localiza por encima de la
region m-BCR, llevando a un RNAm ela2 y a una proteina de fusiéon p190 que se

encuentra comunmente en la LLA.

Recientemente se ha encontrado una proteina de fusion p230 en pacientes con
leucemia neutréfila cronica. Esta proteina de fusion es el resultado de la translocacion
del gen ABL al gen ber en el exon 19 localizado en la m-BCR, situado por debajo del la
region BCR (e19a2) (8,9) (KOLIBADA 1997).

ABL
' i ' Ia ' a2 a3 all
el el’ e2’ BCR b2 b3 el9
m-ber M-bcr ;—;:r
BCR-ABL

Figura 2: Gen de fusion BCR-ABL. (Tomada de Deininger 1996 ).
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2.4 Sustrato y vias de transduccion de senales activadas por BCR-
ABL:

En constraste con la fuerte regulacion de la localizacion de la actividad cinasa de
c-ABL en la célula, BCR-ABL esta constitutivamente activa y localiza inicamente en

el citoplasma.

Al unirse a BCR se desenmascara un dominio en el extremo carbositerminal de
ABL que promueve su unién a activa, lo que permite su dimerizacion constitutiva y
puede interferir con la funcioén reguladora negativa del dominio SH3 de ABL por un

mecanismo de aclaje intramolecular.

El hecho de que BCR-ABL contenga residuos tirosina, en un dominio SH2 y un
dominio SH3 y secuencias recias en prolina, lleva a la posibilidad de que se produzcan
diversas interacciones proteina-proteina. De hecho, BCR-ABL puede unir o fosforilar a

un gran numero de proteinas.

Son muchas las vias de sefiales que estan activadas de forma mantenida por la
oncoproteina BCR-ABL; sin embargo, es dificil relacionar una via especifica de
sefiales con un efecto bioldgico concreto, sobre todo si consideramos que existe
redundancia en muchas de las actividades reguladas por ellas. A continuaciéon se
exponen cuatro de las vias que se encuentran activadas de forma constitutiva por el
BCR-ABL: STAT (signal transducer and activator of transcription), RAS, PI3K
(fosfatidilinositol-3) y ROS (reactive oxygen species) (Figura 3).

- Via STAT:

El crecimiento de las células hematopoyéticas normales se controla por citocinas.
Los receptores para estas citocinas transducen sefales mediante activacion de Janus
(JAK), que es una familia de cinasas citoplasmaticas que fosforilan y activan los

factores de transcripcion STAT (IHLE 1998).
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BCR-ABL activa constitutivamente las vias de sefializacion de JAK y STAT en
células hematopoyéticas, siendo STATI y STATS las STAT las mas importantes
tirosin- foforiladas (CARLESSO 1996).

El papel de las STATS en la hematopoyesis no esta claro, pero parece intervenir
en el mantenimiento de la hematopoyesis mas inmadura y en la hematopoyesis fetal
normal. La activacion constitutiva de STATS, como la descrita en la LMC, puede
favorecer el mantenimiento de la viabilidad de las células hematopoyéticas, sustituir a
las sefiales de crecimiento mediadas por citocinas y por tanto, contribuir a la

enfermedad mieloproliferativa (ONISHI 1998).

- Via Ras:

La activacion de Ras se produce por transduccion de sefiales mediadas por
receptores con actividad tirosincinas. Una vez realizada la unién a ligando y
dimerizacion, los receptores tirosincinas activados se unen a moléculas adaptadoras que
contienen los dominios SH2 y SH3, como son Grb-2 y SHC, formando complejos de
sefalizacion con factores intercambiadores de Ras en la membrana celular. Estos
complejos desencadenan una acumulacion de la forma de Ras e inducen un efecto
antiapoptotico que, aunque sea insuficiente, si es necesario para la transformacion
derivada de BCR-ABL. De manera similar a receptores tirosincinasa, BCR-ABL
también activa a Ras (PENDERGAST 1993) (CORTES 1995).

-Vias MAPK:

Un primer acontecimiento de sefializacion que sigue a la activacion de Ras, es la
acitvacion de via de la sefalizacion de proteinas activadoras de mitogénesis con

actividad cinasa (MAPK).

Se conocen claramente tres cascadas de MAPK: la cinasa regulada

extracelularmente (ERK), la via de las Jun cinasas o cinasas activadas por estrés

45



INTRODUCCION

(SAPK) y la via de la p28 cinasa. El punto final para cada una de estas vias es la

fosforilacion y activacion de factores de transcripcion.

BCR-ABL y v-ABL activan la via SAPK, en fibroblastos y células

hematopoyéticas.

BCR-ABL también activan promotores dependientes de Jun de manera
dependiente de Ras, MEKK y SAPK. Mientras que los efectos de BCR-ABL en la via
JNK parecen claros, estudios den la via ERK muestran que la BCR-ABL funciona de
manera distinta a la mayoria de los recptores con actividad tirosincinasa (ROUSELL

1998).

- Fosfatidilinositol-3-cinasa:

La fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3-cinasa) funciona en la regulacion del
metabolismo lipidico fosfoinositidico y en la generaciéon de segundos mensajeros
lipidicos relacionados con la transduccion de sefiales. Se ha visto que una subunidad de
esta proteina se fosforila en residuos tirosina en células que expresan BCR-ABL y
forma complejos con CBL-CRKL (RAMEH 1999). PI3K estd activado de forma
constitutiva por la translocacion BCR-ABL jugando un papel importante en su

transformacion (SLORSKI 1995).

- ROS:

La transformacion de las lineas celulares con BCR-ABL presenta un incremento
de ROS, comparado con las lineas no BCR-ABL (SATLER 2000). Este incremento es
suficiente para la transformacion fenotipica en si misma. Se ha sugerido que ROS
podria actuar como segundo mensajero en la regulacion de la actividad de las enzimas
sensibles a la accidon de oxirreduccion (redox), como son las cinasas y fosfatasas. La
inhibcion de la proteina tirosin fosfatasa (PTPasa) mediante la modulacion redox,

explicaria el amplio espectro de las actividades bilogicas de ROS. Un incremento de
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ROS amplifica las sefiales de BCR-ABL, posiblemente regulando las proteinas redox-

sensibles, como es la PTPasa celular, la cual también est4 incrementada (DENU 1998).

También es de particular interés en la LMC humana, el hecho de que un
incremento de ROS pueda tener consecuencias a largo plazo en la estabilidad genética.
Los niveles de ROS no sélo son modulados por enzimas, antioxidantes y grupos

sulthidrilos, sino también reaccionados con las bases del DNA (DREHER 1996).

Aunque las modificaciones pueden ser corregidas eficientemente por los
mecanismos de reparacion de DNA, un incremento persistente de ROS podria inducir la
acumulaciéon de mutaciones en las células de la LMC, que podrian contribuir a la

progresion de la enfermedad.
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Figura 3: Estructura de la proteina Bcr-Abl mostrando sus diferentes dominios y las
rutas de transmision de seiiales intracelulares iniciadas por ella. (Tomada de

Faderlet 1999).
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2.5 Efectos bilégicos de BCR-ABL.:

El resultado final de la fusiéon de BCR-ABL, es una profunda alteracion de la
capacidad de proliferacion, adhesion y apoptosis de la celularidad hematopoyética. Los
progenitores LMC cultivados in vitro presentan un ciclo celular permanentemente
activado, de forma independiente a la presencia o ausencia de estroma, mientras que los
precursores normales se encuentran fuera de ciclo celular en presencia del mismo

(PETZER 1997).

Esta propiedad parece ser debida a diversos factores entre los que se incluyen: la
ausencia de control negativo de las ciclinas dependientes de cinasas, la falta de
respuesta de los progenitores al efecto inhibitorio del crecimiento de la proteina
inflamatoria de los mmacrofagos y la respuesta alteradad de las células LMC al stem

factor (JONULEIT 1998) (EAVES 1993) (HELGASON 1998).

La expresion de BCR-ABL en lineas celulares humanas factor-dependientes,
previene de la apoptosis cuando se retiran los factores de crecimiento, un efecto que
depende de la activdidad tirosinciansas ya que se correlaciona con la activacion de Ras.
Ademas, las lineas celulares BCR-ABL positivas son resistentes a la apoptosis inducida
por dafio en el DNA. Sin embargo, los mecanismos bioldgicos que determinan estos
hechos no estan del todo aclarados aunque podrian intervenir varios de ellos, incluyendo
el bloqueo de la liberacion de citocromo C y por tanto, la activacion de las caspasas, la
activacion de BCL2/BCL-XL o la inhibicion de la proteina ICSBP ( interferon
consensus sequences binding protein )(BEDI 1995) (WANG 1998) (HAO 2000).

La proteina de fusion BCR-ABL también se localiza en el citoesqueleto por medio
de su union a la actina del extremo C-terminal. La actina del citoesqueleto es importante
como soporte estructural y tiene funciones en las sefiales de transduccion. La alteracion
del funcionamiento del citoesqueleto contribuye a que los progenitores LMC exhiban
una adhesion disminuida a las células estromales de la médula 6sea y de la matriz
extracelular. Este hecho constituye un factor clave que no sélo explica la liberacion de
células inmaduras a sangre periférica (PEZER 1996), sino tambien la adhesion al
estroma, lo que regula negativamente la proliferacion celular y por tanto, las células

LMC escapan de esta regulacion, en virtud de su capacidad alterada para la adhesion.
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Este diferente comportamiento bioldgico de las células LMC respecto de las
células normales tiene importantes implicaciones terapeuticas. Experimentos realizados
in vitro sugieren que, tanto el IFN como los inhibidores de tirosincinasas, ejercen efecto

induciendo apoptosis (SELLERI 1997) (DWYER 2000).
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VI. TRATAMIENTO

A lo largo de la historia, la Leucemia Mieloide Cronica ha sido tratada con

distintas lineas de farmacos que han ido evolucionando a la par que se conocian mas

datos sobre la patogenia de la enfermedad. De igual manera, con el progreso de los

nuevos medicamentos, los objetivos terapéuticos han evolucionado, desde la obtencion

de una respuesta hematologica (RH), a la de una respuesta molecular (RM), pasando por

una respuesta citogenética completa (RCC). Existen distintos criterios establecidos para

cada tipo de respuesta, que a su vez dividen éstas en diversos grados: desde valores

normales hematimétricos hasta la desaparicion de células inmaduras en sangre periférica

y médula 6sea y la reduccion del numero de células Ph positivas en ésta, asi como de

los transcritos BCR-ABL también en sangre periférica (tabla 3).

RESPUESTA HEMATOLOGICA RESPUESTA RESPUESTA
(RH) CITOGENETICA (RCG) MOLECULAR (RM)
Completa:- Plaquetas <450x10X9 Completa: Ph positivo Completa: Transcritos no
0% detectables ni cuantificables
-Leucocitos <10x10X9
Parcial: Ph positivo
-Plaquetas >450x10X9 1-35%
Mayor: <0.10
-Ausencia de granulocitos Minima: Ph positivo
inmaduros con menos de 5% de basofilos | 66-95%
-Desaparicion de esplenomegalia Nula Ph positivo
>95%
-Desaparicion de sintomas
atribuibles a la enfermedad
La respuesta completa La respuesta La respuesta molecular
hematoldgica (RCH) debe ser confirmada | citogenética completa (RCGC) | mayor (RMM)  debera  ser
en dos ocasiones consecutivas. debe ser confirmada en dos | confirmada en dos ocasiones
ocasiones consecutivas y en al | consecutivas.

menos 20 metafases.

El FISH de sangre
periférica se utilizara
unicamente si no se pueden
obterner células de aspirado de
médula osea.

La RMM se evaluard en
sangre periférica segun escalas

internacionales validadas.

Tabla 3: Criterios de respuesta hematologica, citogenética y molecular al
tratamiento. La respuesta citogenética completa (RCC) y la respuesta citogenética
parcial (RCP) pueden expresarse de forma combinada como respuesta citogenética
mayor (RCM). La respuesta molecular mayor (RMM) es equivalente a la reduccion de
3-log del valor basal que corresponderia al 100%.
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Antes de la introduccién de los inhibidores de la tirosincinasa, las opciones

terapetticas para la LMC incluian:
- Quimioterapia con Busulfan e Hidroxiurea
- Interferon (IFN)-a
- Transplante de progenitores hematopoyéticos

- Tratamientos experimentales

1. Tratamiento antes de los inhibidores de la tirosincinasa:

1.1. Quimioterapia con Busulfan e Hidroxiurea:

El busulfan (1,4-dimetanosulfoniloxibutano) fue el tratamiento fundamental para
la LMC en FC hasta la llegada de hidroxiurea y/o IFN-a. El objetivo de este tratamiento
era el de controlar la fase cronica de la enfermedad, tratando de reducir, en lo posible, la
morbi-mortalidad. De esta forma se obtenia el descenso de las cifras de leucocitos
circulantes, lo que influia favorablemente en las secuelas inmediatas de la leucocitosis
excesiva, la reduccion de la esplenomegalia y el aumento del hematocrito, asi como la
mejoria subjetiva del estado general. Estas respuestas no eran muy duraderas, ni por lo
general, salvo en muy esporadicos casos, se conseguia disminuir el porcentaje de

cromosomas Ph (SAWYERS 1999) (FADERL 1999).

En la actualidad el busulfan se utiliza Unicamente como tratamiento de
acondicionamiento para el trasplante alogénico de precursores hematopoyéticos o en los
pacientes que no se consideran idoneos para alo —TPH, ni para otro tipo de tratamientos

alternativos.

La hidroxiurea, inhibidor de la sintesis de acido desoxirribonucleico (DNA), ha
sido el farmaco de eleccion para el tratamiento médico de la LMC en fase cronica, hasta
que sus resultados se vieron superados por los del IFN y también para aquellos

pacientes que no toleraban éste, excluyendo los candidatos a trasplante (SAWYERS
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1999). Se conseguia un porcentaje muy elevado de remisiones hematologicas (RH) que
no se acompafiaba sin embargo, sino de muy esporadicas respuestas citogenéticas. En
comparacion con el busulfan, la supervivencia fue mas prolongada (44% a 5 afios vs.

32%) (HEHLMANN 1982).

1.2 Interferén-a (IFN-a):

El IFN, descubierto en 1957 en cultivos celulares infectados por virus, pertenece
a una amplia familia de proteinas (tipos I y II, a, b, w, t) y entre ellos, los IFN-a
comparten receptores dentro de una red de citoquinas con otros interferones y presentan
propiedades antiproliferativas, inmunomoduladoras y adherentes sobre las poblaciones

neoplasicas de la LMC (ISAACS 1957) ( PESTKA 1997).

El tratamiento con ITF-a se ha asociado a toxicidad significativa. Esta toxicidad
incluye sintomas como fiebre, escalofrios y sintomatologia gripal en la mayoria de los
pacientes tratados. Aunque por lo general estos sintomas desaparecen tras unas semanas
de tratamiento, otros como fatiga cronica y trastornos cognitivos y de memoria pueden
aparecer de forma frecuente y aumentan con la edad del paciente. También se ha
asociado esta terapia con trastornos inmunes diversos y, aunque con menos frecuencia,
con insuficiencia cardiaca congestiva, porfiria cutanea tarda, glomerulonefritis

membranosa, vitiligo y purpura microangiopatica (SACCHI 1995).

- Duracion del tratamiento:

A dia de hoy persisten diferentes dudas sobe el uso del IFN-a, que incluyen la
determinacion de la dosis Optima, la duracion del tratamiento, si puede ser suspendido o
disminuido en pacientes respondedores y cOomo predecir ripidamente aquellos

pacientes que van a tener respuesta citogenética (MAHON 2002).
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- Comparacion con el trasplante:

No existen estudios prospectivos en los que se compare el IFN-a con el trasplante
de progenitores hematopoyéticos. Un analisis retrospectivo, comparando 548 trasplantes
alogénicos del registro internacional de trasplante, con los estudios ramdomizados de

hydroxiurea/IFN-o del grupo aleman concluye que:

- Existe mayor mortalidad en el grupo del trasplante en los 18 primeros meses (RR

5.9
- La mortalidad fue similar en los dos grupos en los meses 18-56.

- Después de los 56 meses la mortalidad fue significativamente menor en el grupo

del trasplante (RRO0.16).

- La probabilidad de supervivencia a los 7 afos fue mayor para el grupo del

trasplante (58% frente a 32%).

- La ventaja en la supervivencia global (SG) comienza a ser significativa para el

grupo del trasplante a los 5.5 afios (GALE, 1998).

- Terapia combinada:

Con el objetivo de mejorar las respuestas obtenidas con el IFN-a, todo el interés se
centrd en la posibilidad de combinarlo con otras terapias como citarabina, hidroxiurea,

busulfan o IFN-y.

El IFN-o con dosis altas de quimioterapia o busulfan provocaba mas

mielosupresion que los 2 farmacos de manera asociada.

El IFN-o como mantenimiento después de quimioterapia no mejoraba los
resultados obtenidos con su aplicacion de forma aislada (KANTARJIAN 1991). Los
estudios donde se combinaban IFN-y junto con IFN-a no mejoraron los resultados del
IFN-a solo (TALPAZ 1991). La combinacion de IFN-a con hidroxiurea demostré una

menor incidencia de efectos adversos, asi como mayor nuimero de respuestas
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hematoldgicas que las observadas con éste de forma aislada, aunque no se objetivo
mejoria estadisticamente significativa en cuanto a respuestas citogenéticas

(KANTARJIAN 1993).

Tras demostrarse el efecto selectivo anti LMC in vitro de la citarabina a bajas
dosis, comenzaron los estudios en los que se combinaba esta droga junto a IFN-a. Se
realizaron dos grandes estudios prospectivos por los grupos francés e italiano en los que
se comparaban los resultados de IFN-a y citarabina vs IFN-a s6lo. En ambos grupos la
respuesta hematoldgica completa fue mayor para el brazo de IFN-a y citarabina. La
respuesta citogenética fue también mayor en los dos grupos en la rama que combinaba
ambas drogas, aunque estadisticamente significativa solamente en el estudio del grupo
francés. Basandose en estos andlisis, la combinacion de IFN-a con dosis bajas de
citarabina se convirti6é en el tratamiento de eleccion para aquellos pacientes de nuevo
diagnéstico de LMC no candidatos a trasplante de progenitores hematopoyéticos

(GUILHOT 1997) (BACCARANI 1997) (KANTARJIAN 1998).

-Papel actual del Interferon-a:

Después de los ultimos afos en el que todo el interés en el tratamiento de la LMC
se ha centrado en los inhidores de las tirosincinasas, una importante pregunta ain queda

por contestar: ;cual es el papel del IFN -a hoy en dia?

Sin lugar a dudas, el Imatinib (IM) ha revolucionado el manejo de la LMC. Ha
suprimido casi por completo el trasplante de progenitores hematopoyéticos en esta
patologia y se ha convertido en el tratamiento de primera opcion para la gran mayoria
de los pacientes. Pero la experiencia también esta demostrando que el IM por si solo no
es capaz de erradicar la enfermedad. A este dato se une el hecho de la aparicion de

resistencias, la intolerancia y las toxicidades asociadas, asi como su alto coste.

Tiene por tanto gran importancia el disefio de nuevas estrategias terapetticas. La
combinacion de agentes que puedan tener efecto sinérgico, asi como el desarrollo de
nuevas moléculas seran fundamentales para el objetivo de erradicar la enfermedad

residual. Recientemente estd cobrando importancia la revision del papel del IFN-a y el
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beneficio que éste podria aportar en el momento actual. Aunque estd claro que no
sustituye al IM en primera linea, podria ser una opcién como tratamiento de la
enfermedad minima residual tras tratamiento con IM, encontrando asi el IFN-a su papel
actual. Conforme se vayan conociendo mas datos sobre el mecanismo antileucémico de

actuacion del farmaco, seremos capaces de disefiar mejores indicaciones (LISA 2007).

1.3 Papel del trasplante de progenitores hematopoyéticos

A pesar de todos los avances que se han producido en el tratamiento de la LMC,
en el momento actual, el trasplante de progenitores hematopoyéticos continua siendo el

unico tratamiento con efecto curativo demostrado.

El Centro Internacional de Registro de Trasplantes (CIBMTR) ha recogido un total
de 4513 pacientes, con una edad media de 35 afios, que fueron trasplantados entre 1978
y 1997. La supervivencia global de los pacientes que se encontraban en primera fase
crénica (3372) fue de del 50% y de aquellos que se encontraban en segunda fase cronica
(1141) del 20%. La incidencia acumulada de recaidas a los 18 meses fue del 25 % para
aquellos pacientes en primera fase cronica y del 37% para los de segunda fase cronica

(GOLDMAN 2004).

El seguimiento mas duradero realizado para pacientes trasplantados de un donante
relacionado ha sido el de la EBMT sobre 2628 pacientes trasplantados entre 1980 y
1990. La supervivencia global fue del 34% para la totalidad de los pacientes, 41% para
los trasplantados en primera fase cronica de un donante HLA idéntico y del 49% para

aquellos pacientes que tenian un indice pronostico EBMT de 0-1 (SCHMITZ 2006).

Actualmente existen una serie de parametros basados en grupos de riesgo con
variaciones en la supervivencia del 72 % al 11% (todos los pacientes) y del 75% al 25%

(los trasplantados en fase cronica tardia) (Tablas 4 y 5).
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FACTORES PRONOSTICO PUNTUACION

Edad 0 si <20 afos

1 si 20-40 afos

2 si >40 afios

Tiempo desde el diagnostico 0 si <1 afio
1 si > aflo
Fase de la enfermedad 0 si cronica

1 si acelerada

2 si blastica

Discrepancia de sexo del donante 1 si donante femenino y receptor masculino

2 para cualquier otra combinacion

Tipo de donante 0 si HLA-identico

1 para cualquier otro

Tabla 4: Factores prondstico en LMC para pacientes que van a ser sometidos a
trasplante de progenitores hematopoyéticos segun grupo de EBMT (GRATWOHL
1998).

RIESGO EBMT series CIBMTR (Todos CIBMTR  (FC
los pacientes) precoz)

0-1 72% 69% 70%

2 62% 63% 67%

3 48% 44% 50%

4 40% 26% 29%

5-7 22% 11% 25%

Tabla 5: Supervivencia global segun factores de riesgo publicadas por diferentes

grupos (GRATWOHL 1998).
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El progreso en la tipificacion molecular del DNA de los alelos HLA, el avance en
el manejo de las infecciones oportunistas, las modificaciones en los regimenes de
acondicionamiento, asi como la terapia inmunosupresora, han contribuido a mejorar los
resultados del alotrasplante (BARRET 2003). Para los pacientes con LMC que reciben
trasplante convencional, el uso de células procedentes de sangre periférica no ha
demostrado ninguna ventaja sobre las de médula 6sea (OEHLER 2005). El empleo de
acondicionamientos de intensidad reducida ha permitido trasplantar a personas mayores
que, con otros esquemas, no serian candidatos, aunque la supervivencia global, la
supervivencia libre de enfermedad, asi como la calidad de vida, no han podido ser

comparadas atin (BACCARANI 2006).

El papel del Autotrasplante como tratamiento en recaidas ha sido objeto de estudio
en numerosas revisiones. Algunos trabajos han propuesto este procedimiento para
alcanzar remisiones y alargar la supervivencia, pero parece ser que el autotrasplante no
tiene ninguna ventaja estadisticamente demostrable, sobre el tratamiento con IFN-a

(RICHARDS 2005).

- Indicaciones actuales del trasplante alogénico de progenitors hematotopoyéticos:

En la practica actual, el TPH ha experimentado un descenso espectacular. Segin
las ultimas recomendaciones del panel de expertos de la Red Europea de Leucemia, en
la actualidad no existe ninguna razén por la que a un paciente con LMC no se le ofrezca
[imatinib (IM) como primera opcidn terapettica, siendo la respuesta a este tratamiento
la que reforzara o debilitara la indicacion de alo-TPH. Sin embargo, debemos recordar
que, a la espera de un mayor seguimiento de los pacientes tratados con nuevos
inhibidores de tirosincinasas, el alo-TPH es el unico procedimiento que, hasta el

momento, ha demostrado potencial definitivamente curativo.

Resumimos de forma esquematica aquellas situaciones especiales en las que

estaria indicado valorar la realizacion de un trasplante:

- Pacientes en FA o CB: intentar revertir la enfermedad a la fase cronica para, a

continuacion, realizar si fuera posible trasplante autélogo.
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- Pacientes en FC con fracaso a IM: considerar el trasplante si se han administrado
previamente dosis altas del farmaco y el riesgo del procedimiento es razonable. En caso
de que el riesgo sea alto, se aconseja antes la administracion de otros inhibidores de
tirosincinasa. Ante mutaciones del gen ABL que confieran resistencia a IM y a otros

inhibidores, considerar el trasplante alogénico como segunda opcion.

- Pacientes en FC con respuesta sub-Optima a IM: como primer paso se aconseja
aumentar la dosis de IM. Si con ello no se obtiene una respuesta 6ptima, considerar el
alo-TPH si el paciente es un buen candidato. Si no lo es, administrar un inhibidor de

tirosincinasas “de segunda generacion”.

- Intolerancia o toxicidad excesiva a IM: valorar la administracién de otros

inhibidores de la tirosincinasa antes de considerar el trasplante.

- Pacientes en fase cronica con signos de alerta (del 9q+, alteraciones
citogenéticas adicionales al cromosoma Ph, indice de Sokal alto o mutacion T315I)

(BACARANI 2006).

2. Tratamiento con Inhibidores de la tirosincinasa

Las tirosincinasas son enzimas que transfieren un fosfato del ATP a las proteinas
sustrato que regulan procesos como la proliferacion celular, la diferenciacion y la
supervivencia, con un papel fundamental en la regulacién de la apoptosis. El inicio
irregular en la activacion de una tirosincinasa concreta puede tener una gran importancia
en la transformacién maligna. Esto es lo que ha hecho a la inhibicion de las
tirosincinasas una diana terapettica atractiva (DRUKER 2000). La inhibicion de las
proteinas tirosincinasas implicadas en una determinada neoplasia puede producir

beneficio terapéutico. Las siguientes consideraciones apoyan este hecho:

- La necesaria activacion de proteinas tirosincinasas para la proliferacion o

supervivencia de células tumorales.

- La potencia o especificidad del inhibidor.
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- La toxicidad del inhibidor, o sea, tanto las consecuencias especificas como las

no especificas de la inhibicién de la actividad tirosincinasa “normal”.

- Las propiedades de los inhibidores, incluyendo la permeabilidad celular, la
estabilidad, el metabolismo de productos activos e inactivos, la solubilidad y la

distribucion intracelular.

La eficacia de un inhibidor de tirosincinasas dependerd del papel de éstas en el
origen de la enfermedad. Por ejemplo, en la LMC, un inhibidor de la tirosincinasa ABL
puede ser efectivo en estadios tempranos de la enfermedad. Sin embargo, en otros
procesos o, incluso en fases avanzadas de LMC, donde la actividad tirosincinasa es s6lo
una de las anormalidades, se requerira una combinacidén con otras acciones terapeuticas

(RAITANO 1997).

Desde que se observo que todas las proteinas-cinasas usan ATP como donante de
fosfato con un alto grado de conservacion entre los dominios tirosincinasas, se penso
que los inhibidores de los puentes de union del ATP podrian tener especificidad

suficiente para ser clinicamente ttiles.

Asi, en 1988, Yaish et al., desarrollaron el primer inhibidor sintético de la
tirosincinasa conocido como el #yrphostins, que demostré especificidad entre diferentes

tirosincinasas. Algunos ejemplos de inhibidores especificos de las tirosincinasas son:

- PD153035 (inhibidor de EGFR que es activo en concentraciones picomolares):
bloquea selectivamente procesos celulares mediados por EGF, incluyendo mitogénesis,

expresion génica y transformacion oncogénica.

- CGP57148: disefiado a partir de la estructura cristalina del sitio de unién al
ATP de las tirosincinasas, inhibe a la cinasa Abl y al PDGFR a concentraciones
submicromoleculares. Se ha observado que este compuesto destruye especificamente

células que expresan BCR-ABL) in vivo ¢ in vitro (YAISH 1988).
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2.1. Imatinib (IM)

2.1.1 Desarrollo

EL Imatinib (IM), un derivado de la 2 fenilaminopirimidina, se desarroll6 como
un potente inhibidor del receptor PDGF (BUCHDUNGER 2000). Posteriormente se
comprobaria que era un potente y selectivo inhibidor de las tirosincinasas ABL,
incluidas la 210-KD BCR-ABL y la BCR-ABL de la 185 a la 190. La tUnica otra
tirosincinasa inhibida por el IM era el c-kit, el receptor para el factor de crecimiento
celular. Otros receptors de la tirosincinasa, como el factor de crecimiento epidermoide,

FLT1 y FLT3 fueron ineficaces (HEINRICH 2000).

En 1996 Druker ef al comunicaron que el IM inhibia especificamente o acababa
con la proliferacion de lineas celulares que contenian BCR-ABL y en cambio era
minimamente efectivo en lineas de células normales (DRUKER 1996). Mas adelante se
observaria que el IM suprimia también el crecimiento de células en pacientes con LLA
Ph +, incluso en aquellos con BCR-ABL de la 185-190 (BERAN 1998). Los esfuerzos
posteriores se centrarian en extrapolar los resultados experimentales in vitro para ver
asi la eficacia del IM in vivo. Los primeros estudios en animales mostraron dosis-
dependencia en la inhibicion del crecimiento del tumor BCR-ABL en ratones tratados
en secuencia diaria, pero en ningin caso se objetivo la erradicacion del tumor. Dicha
erradicacion si se observd al usar un esquema de tratamiento de tres veces al dia
(DRUKER 2000). Los estudios posteriores se centraron en comprobar la seguridad y
biodisponibilidad del farmaco por via oral para la supresion o erradicacion de BCR-

ABL y con una buena tolerancia.

2.1.2 Mecanismo de accion

El IM bloquea la capacidad de ABL para transferir grupos fosfato a partir del ATP
y fosforilar residuos tirosina en proteinas sustrato. Este bloqueo impide la transduccion
de las sefales para la proliferacion y para la apoptosis dependientes de ABL. Asi, IM
inactiva la via de transduccion de senales activadas de manera anormal, inducida por

BCR-ABL (Figura 4) pero, debido a la redundancia en las vias de transduccion, este
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fendmeno so6lo parece tener repercusiones clinicas cuando esta presente la translocacion

(DRUKE 1996).

Figura 4: Mecanismo de accion del Imatinib. (SACCHI 1999).

2.1.3 Resultados clinicos

El estudio IRIS (Internacional Ramdomized Study of Interferon and STI571) es el
estudio de mayor seguimiento en pacientes con LMC tratados con IM. Se trata de un
estudio randomizado, abierto, fase 3. Pacientes de nuevo diagndstico se randomizaron
para recibir IM a dosis de 400 mgr o Interferon-a y citarabina. Se permitié cruce de
tratamiento si los pacientes no obtenian respuesta, perdian la respuesta, presentaban

aumento de la cifra de leucocitos o no podian tolerar el tratamiento.
El objetivo principal del estudio fue valorar la supervivencia libre de incidencias.

Tras una mediana de seguimiento de 60 meses, el 69% de los pacientes que fueron
randomizados al brazo de IM contiuaron en éste. Unicamente el 3% de los pacientes

randomizados al brazo de IFN / Ara C continuaron en él.
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Los resultados para respuestas hematoldgicas, citogenéticas y moleculares a los

12, 18, 24 y 60 meses se expresan en la tabla 6:

Meses RHC % RMC % RCC
12 96 85 69
18 97 88 76
24 97 90 80
60 98 92 87

Tabla 6: Respuestas hematologicas, citogenéticas y moleculares obtenidas con IM a
los 12, 18, 24 y 60 meses de seguimiento en estudio IRIS.

Los pacientes en los que se permiti6 el cruce entre tratamientos, asi como aquellos
que abandonaron el tratamiento por motivos diferentes a la progresion, fueron excluidos

del analisis estadistico.

Los indices de respuestas acumuladas estimadas aumentan con el paso del tiempo

para las RHC, RCM, RMM vy también se observaron respuestas tardias.

La supervivencia libre de eventos (SLE) y la supervivencia sin FA o CB fue de

83% y 93% respectivamente (Figura 5).
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Event-free Survival and Survival
Without AP/BC on First-line Imatinib
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Figura 5: Supervivencia libre de enfermedad y supervivencia sin fase acelerada o
crisis blastica en estudio IRIS (Druker 2006)

Las incidencias fueron definidas como: muerte por cualquier causa durante el
tratamiento, progresion a FA o CB de la LMC, pérdida de la RHC, pérdida de RCM o

aumento de leucocitos en sangre periférica.

Se observaron un 15.5% de incidencias durante el tratamiento con IM. De este

resultado resulta una supervivencia libre de incidencias estimada a los 60 meses del

83%.

La supervivencia estimada libre de progresion a FA o CB a los 60 meses es del

93%.

El porcentaje anual de incidencias relacionadas, asi como de progresion de la

enfermedad, disminuye con el paso del tiempo.

Conforme mayor grado de respuesta citogenética, se observa mayor proteccion
frente a la progresion. Ningun paciente con RCC y RMM a los 12 o 18 meses meses

progres6 a FA o CB tras 12 meses de tratamiento. Los pacientes sin RCC a los 18
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meses, presentaron un pronostico peor a los 60 meses que aquellos que si la obtuvieron.
(Figura 6). Esta misma proteccion frente a la progresion se observa igualmente

conforme mayor es el grado de respuesta molecular (Figura 7).

Survival Without AP/BC by Level of CyR

at 12 months on First-line Imatinib
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L No MCyR n=73 81%
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Figura 6: Supervivencia alcanzada por los pacientes tratados con Imatinib en
primera linea en fase cronica de la enfermedad en funcion de la respuesta
citogenética obtenida a los 12 meses en estudio IRIS (Druker 20006).
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Figura 7: Supervivencia alcanzada por los pacientes tratados con Imatinib en
primera linea en fase cronica de la enfermedad en funcion de la respuesta molecular
obtenida a los 12y 18 meses en estudio IRIS (Druker 2006)
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Se analiz6 la seguridad y toxicidad del farmaco: La conclusion es que el IM es un

farmaco que se tolera bien. La mayoria de los efectos adversos fueron grado 1 (leves) o

grado 2 (moderados), tendiendo éstos a ocurrir en el primer afio de la toma del

medicamento. La interrupcion de éste, por efectos adversos relacionados con €1, fue de

menos del 4%, con una mediana de seguimiento a los 60 meses.

En la tabla 7 se muestran la frecuencia de los tipos de toxicidad hematoldgica y

no hematolégica causados por el farmaco.

Toxicidades grado Incidencia total Incidencia a los Incidencia a los
II-I1v acumulada (%). 2 afos 4 afios
Hematoldogicos/
Hepaticos:
- Neutropenia
16.7 3,7 1
- Trombopenia
8,9 1,5 0,2
- Anemia
4.4 1,8 0,5
- Elevacion de
5,3 0,4 0
Enzimas hepaticas
Otros efectos 17 5 2
secundarios no
hematologicos

Tabla 7: Toxicidades hematologicas/hepdticas grado III-IV observadas en

pacientes tratados con Imatinib en fase cronica de la enfermeadad en estudio IRIS

(DRUKER 2006).
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Los grados de toxicidades se definen en la tabla 8:

Grado I1I Grado IV

Neutropenia 0.5-1.0 x 109/L <0.5 x 109/L
Trombocitopenia 10-50 x 109/L <10 x 109/L
Anemia 65 - 80 g/ <65 g/L
Enzimas hepaticas: Valor basal Valor basal

aumentado de 5-20 veces aumentado mas de 20

GOT y GPT
veces

Tabla 8: Definicion de toxicidades hematologicas y hepdticas en estudio IRIS.

Las conclusiones finales del estudio IRIS fueron:

- La terapia con IM se tolera bien y ha demostrado que consigue respuestas

duraderas.
- El alto indice de respuestas a Im contintia aumentando con el paso del tiempo.
- La toxicidad grado 3-4 disminuye con el paso del tiempo.

- La supervivencia total es del 89% (95% si se descuentan las muertes no

relacionadas con el proceso)
- El indice anual de progresion disminuye con el paso del tiempo
- La RCC y la RMM se asocian con la prolongacion de la supervivencia.

- La RCC se superpone estadisticamente con el indice pronodstico de Sokal

(DRUKER 2006).
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2.1.4 Problemas con Imatinib:

Dado el alto porcentaje de RCC con IM, se necesita monitorizacion mediante PCR
cuantitativa para la medicion de la enfermedad minima residual. En una proporcion
importante de los pacientes con RCC se comprueba una RMM. La experiencia
adquirida con la monitorizacion de estos pacientes demuestra que la reduccion del

numero de transcritos BRC-ABL se relaciona con un mejor pronodstico (MERX 2002).

La disminucion media de los transcritos de BCR-ABL puede verse hasta 24
meses después del inicio del tratamiento. Mas adelante, en algunos casos decrecen las
reducciones medias, lo que sugiere que la enfermedad residual se va haciendo menos

sensible al IM (GRAM 2002).

Aunque los resultados con IM son mejores incluso que lo previsto, ain quedan

muchos problemas por resolver:

- En primer lugar, en los pacientes en FA o CB, las respuestas al tratamiento, asi
como la supervivencia, no son comparables con aquellos en FC: desde la introduccion
del IM la mediana de la supervivencia ha aumentado Ginicamente de 2-3 meses hasta los

7.5.

- En segundo lugar, se han observado recaidas tras el abandono al IM en pacientes
previamente en respuesta completa, sugiriendo que el IM debe administrarse de forma

indefinida.

- En tercer lugar, las resistencias al IM pueden resultar de la progresion a fases
mas avanzadas de la enfermedad o bien, de la aparicion de resistencias mediante el

desarrollo de mutaciones.

- En cuarto lugar, en raras ocasiones, la intolerancia al IM puede causar reacciones
inflamatorias de la piel, elevacion de transaminasas o retencion de liquidos. También
puede originar citopenia que, aunque transitoria, a veces requiere la interrupcion

temporal del farmaco. Finalmente, efectos a largo plazo, como las aberraciones
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centrosémicas que producen alteraciones en el metabolismo 6seo y mineral o en la

funcioén cardiaca, son todavia una incognita (APPERLEY 2007).

2.1.5 Resistencias a Imatinib:

La existencia de pacientes resistentes a IM se hizo evidente tan pronto como se
comenzo a utilizar el farmaco. También se observaron escasas respuestas en fases
avanzadas, aunque muchas veces fueron transitorias. Esta falta de efectividad en
muchos pacientes se debe a cambios genéticos adicionales que confieren mecanismos

de proliferacion y maduracion diferentes.

Los laboratorios hicieron esfuerzos para el analisis de las resistencias, con lineas
celulares sometidas a aumentos graduales de concentraciones de IM. Los mecanismos
mas evidentes fueron la sobreexpresion del BCR-ABL asociada a amplificacion de
BCR-ABL, la sobreexpresion de la P-glicoproteina resistente a drogas y sin duda, el

mecanismo mas frecuente, las mutaciones puntuales en el dominio cinasa ABL.

No obstante, la resistencia a cualquier firmaco se debe a mecanismos
multifactoriales. Dado que el IM es un farmaco administrado por via oral, esta sujeto a
variaciones en su biodisponibilidad, en las que jugara un papel importante la absorcion,
el metabolismo y la unién a transportadores plasmaticos e intracelulares. También
pueden jugar un papel modificador de la accion del farmaco la inactivacion enzimatica,
los cambios en la expresion de la molécula y las mutaciones de la propia molécula, asi
como el desarrollo de mecanismos alternativos en la transduccion de sefiales (PENG

2004) ( le COUTRE 2004) ( PICARD 2007).
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Estos mecanismos seran los que pasaremos a explicar a continuacion:

a) Biodisponibilidad oral:

Estudios recientes han mostrado importantes variabilidades entre pacientes en las
concentraciones del IM. La biodisponibilidad oral estd condicionada por la absorcion
gastrointestinal y un primer paso del metabolismo hepatico del farmaco Estas
variaciones podrian estar relacionadas con variaciones en las concentraciones de la
isoenzima del citocromo p450, la cual lo neutraliza casi en su totalidad. Picard et al
estudiaron niveles plasmaticos de IM en 68 pacientes que habian sido tratados por un
tiempo minimo de 12 meses confirmando importantes variaciones. Aun mas importante,
vieron que, en aquellos pacientes en los que las concentraciones fueron mayores, se
correspondieron con un indice de respuestas citogenéticas y moleculares mas elevadas

que en aquellos con niveles de IM inferiores (PICARD 2007) (LARSON 2007).

b) Union plasma proteina:

El IM se fija en un 89-96% a una proteina que predominantemente es la albimina
y, en menor proporcion, a la 1-a-acidoglicoproteina, una proteina hepatica de fase aguda
que se fija a los cationes de las drogas en proporcion 1:1 molar. Gambacorti-Passerini
and colleges hipotizaron que, una excesiva fijacion de IM a esta encima, podria
repercutir sobre los efectos terapéuticos de la molécula (GAMBACORTI-PASSARINI
2002), si bien es cierto que estos estudios no fueron reproducidos por otros grupos.
Aunque las concentraciones de la 1-alfa acidoglicoproteina interfieren con las
mediciones plasmaticas de IM, la mayor parte de la molécula se une a la albimina, por
lo que, el atribuir a esta enzima el ser agente causal de resistencia al IM, no es aceptado

como mecanismo (JOGENSEN 2002).
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¢) Cambios en la variabilidad intracelular del Imatinib:

En 1970 se describio ya un eflujo activo de la quimioterapia como mecanismo de
resistencia a las drogas. La sobreexpresion en la superficie celular de la transmembrana
ATPasa ABCBI parece jugar un papel importante en las concentraciones de agentes
quimioterdpicos que alcanzan el interior celular mediante la activacion de
transportadores que sacarian al farmaco de la superficie intracelular. Diferentes
estudios, posteriormente confirmados, relacionaron la sobreexpresion de la ABCBI
como posible mecanismo de resistencia al IM, aunque su papel en la resistencia clinica

esta atn por definir (MAHON 2000) (MAHON 2003) (MUKALI 2003).

Los transportadores de drogas potencialmente pueden jugar un importante papel
en las resistencias farmacoldgicas, ya sea transportando la droga fuera de la superficie
celular o bien trasportdndolas fuera de las células del tracto gastrointestinal. ABCG2 es
un conocido mecanismo de resistencia a algunos agentes quimioterdpicos. Tanto
ABCBI como ABCG2 se expresan en membranas atipicas intestinales y de canaliculos
biliares, pudiendo afectar al transporte gastrointestinal y con ello a la biodisponibilidad
oral (DOYLE 2003). La exposiciéon continuada de los mecanismos intestinales de
transporte de drogas caco-2 cells a IM inducen aumento de la expresion de ABCBI1 y
ABCG2 anivel de mRNA y niveles proteicos. La exposicion cronica de caco-2 cells se
ha relacionado con descenso de concentraciones intracelulares de IM (BURGER 2005).
El papel de ABCG2 en células resistentes a agentes quimioterdpicos se identifico
cuando se apreci6 que el gefitinib (inhibidor de la tirosincinasa) disminiuia la resistencia
a topotecan induciento asi, la combinacion de estos dos farmacos, toxicidad celular.
Este hallazgo sugeri6 que gefitinib pudiera actuar inhibiendo la via de ABCG2. Dado
que ABCG2 se expresa en células madre normales, este mecanismo se convirtio en un
posible candidato para interaccionar con IM a modo de resistencia (ZHOU 2001).
Houghton et al confirmaron que el IM jugaba un importante papel en la resistencia de
otras drogas, pero no puedieron confirmar que IM por si sélo fuera un sustrato de
ABCG2. La sobrexpresion de ABCG2 en lineas celulares BCR-ABL negativas no
afectaron a la sensibilidad de IM pero si produjo una importante disminuciéon de la
resistencia mediada por ABCG2 de algunos agentes quimioterapicos (OZVEGY-
LACZKA 2004). Todos los estudios realizados para identificar interacciones entre

ABCG2 e IM se realizaron en células en las que se expresaban ABCG2 mediante
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recombinacion genética, pero la cuestion fundamental se centraba en observar qué
mecanismo predominaria en células primarias, si bien una baja regulacion de ABCG2 o
una resistencia mediada por ABCG?2. Jordanides et al identificaron un aumento de la
expresion de ABCG2 en celulas de LMC primitivas de pacientes de nuevo diagndstico
en comparacion con células hematopoyéticas primitivas. Este grupo comprob6 tambien
que IM es un inhibidor, pero no un substrato de ABCG2 (JORDANIDES 2006). La
inhibicion de mecanismos transportadores de drogas a nivel intracelular ha sido objeto
de estudio por diferentes grupos considerandolo en la acutulidad como un mecanismo
alternativo que afecta a la biodisponibilidad intraceluar de la droga. (THOMAS 2004)
(CROSSMAN 2005). La familia completa de transportadores de drogas tiene 12
miembros, todos ellos transportadores de cationes orgédnicos poliespecificos (OCTs).
Se conoce que los poliformismos de OCT-1 afectan al transporte del sustrato y existen
evidencias sobre los mecanismos de transporte intracelular de IM mediante OCT-1

(CROSMMAN 2005).

Prazosin, un inhibidor de OCT-1, disminuye concentraciones intracelulares de IM
en células expuestas a la droga. No obstante, OCT-1 no puede ser el tinico mecanismo
de transporte intracelular debido a que, cuando se usan concentraciones altas de
prazosin, no se previene por completo la entrada de IM, aunque diferencias en OCT-1 si
pudieran explicar la variabilidad de unos pacientes a otros. El papel que juega OCT-1
en las resistencias clinicas es menos claro. Thomas et al estudiaron la expresion de
OCT-1 en seis pacientes sin poder sacar concluiones (THOMAS 2004). Estudios
posteriores mostraron como niveles aumentados de OCT-1 se relacionaron con fallos
en la obtencion de RCC (CROSSMAN 2005). El estudio de los mecanismos de
transporte al interior de la célula, asi como los de extraccion celular, pueden jugar un
papel fundamental en la adquisicion de resistencias y podrian tener un papel importante

en el uso racional de inhibidores de tirosincinasa (APPERLEY 2007) (WHITE 2006).
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d) Aumento de la expression de BCR:

En un estudio realizado por Mahon et al en lineas celulares desarrolladas para
adquirir resistencias, se identificd la sobrexpresion de BCR-ABL como la causa mas
frecuente de resistencia (MAHON 2000). Posteriormente se vid que estos hallazgos no
se correspondian con la préctica clinica, observandose que este mecanismo es mucho
menos frecuente que las mutaciones puntuales del dominio tirosincinasa como origen de
resistencia clinica. Se ha especulado que la expression “exagerada” de BCR-ABL causa
problemas de viabilidad a las lineas celulares. Por otro lado, células con alta expression
de de BCR-ABL son mucho menos sensibles al IM y lo que es mas importante, les lleva
menos tiempo producir subclonas mutadas resistentes a inhibidores (BARNES 2005)

(TIPPING 2001).

¢) Evolucion clonal:

La progresion de la enfermedad se ha visto asociada a la evolucién clonal,
entendiendo ésta como la aparicion de nuevas anormalidades cromosémicas en la
poblacion cromosoma Ph (+). La presencia de evolucion clonal se correlaciona con una
menor respuesta a IM en términos de respuestas hematoldgicas y citogenéticas, asi

como con una disminucion en la supervivencia (CORTES 2003).

Se ha observado que las pérdidas de respuestas se correlacionaban con mayor
frecuencia en pacientes que habian sufrido una evolucion clonal que en aquellos que
presentaban mutaciones puntuales del dominio tirosincinasa. Estos hallazgos eran
todavia mas evidentes en los pacientes que habian evolucionado a crisis blastica

(LAHAYE 2005) (JABBOUR 2006).

f) Mutaciones en el dominio ABL-cinasa:

Las mutaciones puntuales en el dominio ABL-cinasa han sido descritas como el

mecanismo de reactivacion de BCR-ABL en el clon leucémico (von BUBNOFF 2002)
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(ROCHE-LESTIENNE 2002). Segtn la conformacion estructural del IM, se sugiere que
éste podria actuar bloqueando la proteina BCR-ABL en su forma inactiva. Esta forma
impediria la transfrencia de adenosin trifosfato (ATP) a otros sustratos que bloquerian
las sefiales de transduccion. Las mutaciones parecen actuar al interrumpir el punto de
contacto entre el IM y BCR-ABL o, més frecuentemente, induciendo un cambio de
forma inactiva a activa, forma a la que el IM no se puede unir. Segin los distintos
estudios clinicos, el repertorio de mutaciones encontrados en relacion a resistencias se
han adquirido de una manera lenta pero inexorable, con un rango de frecuencia que
oscila entre el el 26 y el 90% de los pacientes, lo que probablemente refleja su

heterogeneidad genética.

Muchos de estos estudios se han realizado en pacientes con LMC y LLA Ph (+) y
los criterios de seleccion, asi como las definiciones de resistencia, fueron tambien
diferentes de unos estudios a otros (SOVERINI 2005). Las mutaciones en el dominio
cinasa (KD) pueden ser parte de la evolucion natural de la enfermedad,
independientemente de la terapia con IM. Analisis de PCR alelo especificas, realizados
en ejemplos preterapetticos, revelaron el mismo tipo de mutacion que la detectada en la
recaida, lo cual es concordante con la seleccion de resistencias durante la terapia
(SHAH 2002). Un estudio similar de ejemplos pre-IM, en pacientes con LMC no
seleccionados, detectaron mutaciones KD a bajos niveles en aquellos con FA/FB pero
nd en pacientes con FC. La presencia de mutaciones se correlaciond con evolucion
clonal citogenética. Una posible explicacion es que solo clones mutantes de KD
originados en la célula madre leucémica pueden mantener la hematopoyesis maligna y
en cambio, mutaciones generadas en otras células progenitoras diferentes se auto-

eliminan por patrones cinéticos/proliferativos incompatibles (WILLIS 2005).

En la practica no se recomienda practicar un analisis de alta sensibilidad para
mutaciones en la fase pretratamiento. Otra cosa es que una mutacion clonal predomine
antes del tratamiento con IM, ya que ninguno de estos pocos pacientes respondera al
IM. Un dato mas a afiadir es la demostrada capacidad de autorenovacién de un clon
mutado, una vez que el paciente esta en recaida, con mutaciones del dominio cinasa

(SOREL 2004).

Actualmente estan descritas mas de 50 mutaciones de las que algunas se presentan

en mayor frecuencia que otras (figura 8).
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MAPA DE MUTACIONES BCR-ABL
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Figura 8: Mapa de mutaciones BCR-ABL.

La sustitucion del aminoéacido 15 se encuentra en mas del 85% de las mutaciones
y las responsables del 66% de los casos ocurren s6lo en 7 lugares (G250, Y253, E255,
T315, F359, H369). Algunas de las mutaciones parecen ocurrir con mas probabilidad
segln la fase de la enfermedad. Asi, las mutaciones en M244, 1.248, F317, H396 y
S417, se presentan con mayor frecuencia en su fase cronica, mientras que aquellas como
Q252, Y253, E255, T315, E459 y F486 se han observado preferentemente en fases
avanzadas. La importancia funcional de estos hallazgos no esta aun bien definida: ;son
responsables de la progresion de la enfermedad o representan un marcador del
incremento de la inestabilidad genética asociada a fases avanzadas de ésta?
(APPERLEY 2007). La accién inhibitoria del IM se produce por su capacidad de
reconocer la forma inactiva de ABL (figura 9). Este reconocimiento ocurre gracias a la
especificidad del IM para BCR-ABL. En la configuraciéon inactiva, la activacion del
loop A (aminoacidos del 381-402 del ABL), el cual es el mayor regulador de elementos
del dominio cinasa, bloquea el centro catalitico. Las mutaciones en el loop A
desestabilizaran el dominio cinasa o prevendra a ésta de adoptar una configuracion

inactiva. Se han detectado mutaciones adicionales que forman acumulos (0 mosaicos)
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en el dominio C catalitico (aminoacidos del 350 al 363). Algunos grupos han
encontrado que las mutaciones P loop se asocian con una progresion mucho mas rapida
a fases avanzadas que las ocurridas en otras regiones de la molécula (BRANDFORD

2003).

Figura 9: Interacacion del BCR-ABL conlimatinib.Interaccion de BCR-ABL
en rosa y p-loop en azul. Siete de las mas frecuentes mutaciones se muestran en rojo,

ocho de las signuientes més frecuentes en amarillo

A pesar de los multiples estudios publicados sobre estas mutaciones, existe gran
dificultad para establecer su incidencia, asi como para identificar aquellos factores que
aumentan el riesgo de desarrollar mutaciones. Esto se debe principalmente a dos hechos,
en primer lugar, a que las técnicas usadas para su deteccion varian mucho de un
laboratorio a otro y en segundo lugar, a que los estudios se centran en diferentes grupos
de pacientes que difieren en estadio de la enfermedad. Muchos de los estudios que
describen mutaciones son de pacientes con resistencias adquiridas, las cuales son mucho
mas frecuentes en fases avanzadas. Mas auUn, estos casos recibieron IM como
tratamiento de segunda linea tras el fallo de otros tratamientos entre los que se incluia
IFN. En este grupo de pacientes, la presencia de mutaciones en el momento de la
pérdida de respuesta ocurre con una frecuencia del 44 al 100% segun las series. Las

mutaciones en pacientes tratados desde el principio del diagnostico con IM se han visto
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en una frecuencia mucho menor y por lo general, se detectan a partir de la resistencia

(APPERLEY 2007).

Desde que se han identificado las mutaciones en el dominio cinasa como causa de
resistencia al IM, se han explorado distintas estrategias, basadas en estudios
retrospectivos, para intentar predecir el espectro de mutaciones que sera resistente a IM.
Estudios similares se estan realizando para inbidores de segunda generacion (figura 10).
Una recopilacion de tres estudios independientes in vitro para resistencias al Nilotinib
mostrd que las mutaciones de las posiciones Y253, E255, y T315 son, por este orden,
las que se encuentran con mayor frecuencia (RAY 2007). Estudios similares se
realizaron para Dasatinib, observando que las mutaciones que se hallaron con mayor
incidencia fueron aquellas que limitaban los puntos de contacto, destacando por

frecuencia V299, T315 y F 317 (BURGESS 2005).

Sensibilidad de mutaciones a concentraciones
farmacologicas de Dasatinib y Nilotinib.

Cellular IC,,
Dasatinib Imatinib n
nM MM
H396P/R 0.6-1.3  0.85-4.2 1
M351T 1.1 0.93 1
M244V 1.3 2 1
L248V 15 8
G250E 1.8 13539 2
L387M 2 1 2
F350v 2.2 1.2 4
Y253F/H 1.3-10  >10 1
E255KV 5613 4484 1
F317L  7.418 08115 4
D276G 15 2 RCC
E355G 0.4 6 RCp
T3151  >1000  >10 3 RHC

No respuesta

Figura 10: Sensibilidad de mutaciones a inhibidores tirosincinasa de segunda
generacion.

2.2 Dasatinib

76



INTRODUCCION

El Dasanitib (BMS-354825, Bristol-Meyers Squibb) es un nuevo inhibidor dual
SRC/ABL denominado de segunda generacion. La diferencia fundamental respecto al
IM es la posisbilidad de unirse, tanto de forma activa como inactiva, al dominio ABL
cinasa, aunque estudios recientes sugieren que el Dasatinib pudiera ser excluido de las
conformaciones inactivas (MANLEY 2006). Un mecanismo de resistencia adquirida al
IM en LMC es el desarrollo de mutaciones del BCR-ABL activation loop que estabiliza
el Kinsae activation loop en la conformacién activa, previniendo asi la unién al IM, el
cual se une al dominio cinasa Unicamente cuando el activation loop de la cinasa se
encuentra en la conformacion inactiva o cerrada. Estudios estructurales de los
inhibidores duales SRC/ABL, han mostrado que éstos se unen al lugar de unién en
ABL, el cual puede estar tanto en la conformacidén activa como inactiva. Estas
moléculas pueden inhibir la actividad cinasa en la mayoria de las resistencias BCR-
ABL de las formas mutadas del activation loop (MARCUS 2006). Dasatinib in vitro es
325 veces mas potente que IM en células que se habian transducido con BCR-ABL no
mutado (SHAH 2004) (LOMBARDO 2004) e inhibe incluso un espectro diferente de
cinasas que IM (TALPAZ 2006).

El Dasatinib también tiene actividad frente a distintas mutaciones del dominio
cinasa que confieren resistencias al IM. En modelos de lineas celulares se observo que
el Dasatinib inhibia 21 de las 22 mutaciones BCR-ABL que conferian resistencia a IM
con un rango de concentracion similar al que se requiere para inhibir a las fomas
salvajes de BCR-ABL. La tnica exepcion es la mutacion T3151, la cual se encuentra en
el ATP-binding pocket del dominio tirosincinasa y que confiere un gran grado de
resistencia, tanto al Dasatinib, como al IM y su andologo Nilotinb (KANTARJIAN
2007).

El primer ensayo realizado con esta nueva molécula fue un estudio fase I, abierto,
en el que se escalaba la dosis en pacientes con LMC Ph (+) intolerantes o resistentes al
IM. En ¢l se observd que el Dasatinib inducia respuestas citogenéticas mayores que
eran bien toleradas en todas las fases de LMC en pacientes intolerantes o resistentes a
IM e incluso en pacientes con LLA Ph (+). Los pacientes catalogados como intolerantes
a IM y que fueron tratados con Dasatinib no volvieron a padecer el efecto toxico no

hematologico.
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El mayor efecto secundario fue la mielosupresion, reversible en la mayor parte de

las ocasiones.

El fendmeno adverso no hematoldgico mas importante fue el derrame pleural no
maligno. Otros fenémentos adversos menos frecuentes fueron cefaleas, dolores

musculares y nauseas (TALPAZ 2006).

Se realiz6 un segundo estudio en fase 2 cuyo principal objetivo era analizar las
RCM que alcanzaban los pacientes afectos de LMC en fase cronica resistentes o
intolerantes a IM. El estudio de extension fue el que permitié la aprobacion por la
United Status Food and Drug Administration (FDA) para Dasatinib en pacientes

resistentes o intolerantes a IM en LMC en Junio del 2006.

Respuestas hematologicas completas se observaron en el 90% de los pacientes
tratados con Dasatinib, siendo de 87% y 97% para aquellos resistentes e intolerantes a
IM respectivamente. Dasatinib induce respuestas citogenéticas en pacientes en fase
cronica de LMC resistentes o intolerantes a IM. RCM se observo en un 52% de los
pacientes. Andlisis posteriores mostraron que el 38% de los pacientes con falta de
respuesta citogenética previa a IM y el 44% de los que recibieron dosis mayores de 600
mg/dia, obtuvieron RCM con Dasatinib. Estas respuestas fueron duraderas, se
mantuvieron en el 96% de los pacientes con resistencia y en el 100% de los
intolerantes. Las respuestas moleculares fueron igualmente marcadas. La media de la
ration de transcriptos BCR-ABL cay6 del 66% basal al 2,6% a los 9 meses de

seguimiento con Dasatinib (tabla 9).

78



INTRODUCCION

6 meses de seguimiento 8 meses de seguimiento
Resistencia Intolerancia Resistencia Intolerancia
Total Total
Imatinib Imatinib Imatinib Imatinib
N 186 127 59 186 127 59

RHC, no, (%) 168(90)  111(87) 5797)  168(90) 111(87) 57(97)

Respuestas
citogenéticas,
no, (%)
Mayor 83(45) 40(31) 43(73) 97(52) 50(39) 47(80)
Completa 61(33) 28(22) 33(56) 73(39) 35(28) 38(64)
Parcial 22(12) 12(9) 10(17) 24(13) 15(12) 9(15)
Minor 9(5) 8(6) 1(2) 7(4) 6(5) 1(2)
Minima 19(10) 17(13) 2(3) 16(9) 15(12) 1(2)

Tabla 9: Respuestas obtenidas tras tratamiento con Dasatinib en pacientes con LMC
Ph (+) en FC resistentes o intolerantes a Imatinib.

Se observaron respuestas citogénicas y moleculares en todos los genotipos de

BCR-ABL, con la tinica excepcion de la mutacion T315i.

El Dasatinib por lo general se ha tolerado bien, ya que sélo el 9% de los pacientes
interrumpieron el tratamiento por efectos adversos a los 8 meses de seguimiento. Las
incidencias fueron comparables a las de la cohorte de pacientes intolerantes o

resistentes a IM.
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La toxicidad hematologica mas frecuente fue la de las citopenias, que en general

respondieron al ajuste de dosis.

Los efectos adversos no hematoldgicos fueron en general de intensidad media a
moderada. Entre los mas frecuentes se encontraron cefaleas, trastornos
gastrointestinales, fatiga y astenia. Un 3% de los pacientes sufrieron derrame pleural

grado 3-4 (HOCHHAUS 2007).

2.3. Nilotinib

El Nilotinib (AMN107, Novartis), es un nuevo principio de disponibilidad oral,
derivado de la aminopiromidina, mas potente in vitro contra las células LMC que el IM.
Desarrollado en el 2002 para poder aportar beneficio terapéutico a aquellos pacientes
resistentes o intolerantes al IM, hoy en dia ha sido aprobado en més de 35 paises,
incluyendo Estados Unidos y la Unién Europea. La indicacion actual del Nilotinib es el
tratamiento de la LMC Ph (+) en fase crénica y acelerada, con resistencia o intolerancia
a una linea previa de terapia que incluya IM (INDEX, FICHA TECNICA, TASIGNA).
Al igual que el IM, la funcion del Nilotinib es la de inhibir, mediante via competitiva, el
lugar de union del ATP del BRC-ABL, produciento asi la inhibicion de la fosfoliracion
de las proteinas que desempenan la transduccion de BCR-ABL. El Nilotinib pose una
mayor afinidad y selectividad de union que la que pose el IM con una potencia
inhibitoria de 20 a 50 veces mayor que el IM. Se ha demostrado incluso la activiad del
Nilotinib en 32 de las 33 lineas celulares resistentes al IM con mutaciones ABL cinasa

(KANTARJIAN 2006).

Un estudio fase 2, abierto, evalu6 321 pacientes con resistencia al IM (N=227) o
intolerancia (N=94). En este andlisis todos los pacientes recibieron Nilotinib por un
periodo de tiempo superior a 6 meses, con una media de exposicion al farmaco de 394
dias. En el momento de la exposiciéon de los resultados, el 52% de los pacientes
continuaban recibiendo el firmaco, que demostr6 unas rapidas respuestas. E1 77% de los
pacientes sin RHC, la alcanzaron en una media de 1 mes. La mediana de tiempo para

alcanzar la primera RCM fue tan sélo 2.8 meses. Un 57% de los pacientes alcanzaron
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RCM y un 41% RCC. Los resultados preliminares han mostrado una supervivencia

global a los 12 y 18 meses del 95% y 91% respectivamente.

El Nilotinib ha demostrado una aceptable tolerabilidad. Los pacientes han logrado
mantener niveles de dosis Optimos con minimas toxicidades grado % y de éstas, las
aparecidas con mayor frecuencia han sido las hematoldgicas, que incluyen anemia
(10%), trombocitopenia (28%) y neutropenia (30%). Dentro de las no hematologicas
destaca la elevacion asintomdtica de la lipasa sérica (15%). En el momento de la
exposicion de los datos, s6lo un 17% de los pacientes habian abandonado el tratamiento

a consecuencia de efectos adversos relacionados con el firmaco (KANTARJIAN 2007).

El mismo estudio evalu6 tambien la eficacia del Nilotinib en pacientes con fase
acelereda resistentes o intolerantes a IM. Las respuestas hematologicas fueron del 54%,
alcanzando RHC en un 26%. Las respuestas citogenéticas fueron de un 31% para RCM
y del 19% para las RCC. El Nilotinb ofrece un claro beneficio de supervivencia en un
periodo inical de seguimiento ya que la estimada para los 12 y 18 meses fue de 81%. A
los 12 meses, el 57% no habian progresado. La tolerabilidad del farmaco fue aceptable,

con toxicidades simialares a las encontradas para fase crénica (COUTRE 2007).

Actualmente se estan realizando estudios que evaluan el beneficio de pacientes
con LMC en fase cronica tratados con Nilotinib en primera linea frente a dosis de IM de
400 mg y 800 mg. Resultados presentados recientemente han mostrado un beneficio del
Nilotinib frente a ambas dosis de IM. Los pacientes tratados con Nilotinib obtuvieron
RCC en menor tiempo que aquellos tratados con IM a cualquiera de las dosis

mencionadas (tabla 10).

Estos beneficios del tratamiento con Nilotinib también se extrapolaron a las
respuestas moleculares. Los pacientes tratados con Nilotinib obtuvieron RMM en un
porcentaje mayor que aquellos tratados con IM a dosis altas y ninguno la perdid

mientras mantuvo el tratamiento (tabla 11) (CORTES 2007).
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Meses de Nilotinib Imatinib Imatinib
tratamiento 400mg/12h 400mg 800mg

3 31(97) 49(37) 202(62)

6 20(100) 48(54) 199(82)

12 11(100) 48(65) 197(86)

Tabla 10: Respuestas citogenéticas completas obtenidas con Nilotinib, Imatinib 400 mg

e Imatinib 800 mg en pacientes con LMC Ph (+) en FC tratados en primera linea.

Nilotinib 400mg/12h

Imatinib 400mg

Imatinib 800mg

45%

24%

47%

Tabla 11: Porcentaje de pacientes que alcanzaro repuesta molecular mayor a los 12

meses de tratamient, tratados con Nilotinib e Imatinibm con LMC ph+ en FC en

primera linea

FEl Nilotinib ha demostrado actividad in vitro frente a 32 de 33 mutaciones BCR-
ABL que produjeron resistencia al IM. Por andlisis de mutaciones se demostrd que el

Nilotinib obtiene respuestas en pacientes con algunas mutaciones resistentes al IM

(HUGHES 2007).
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2.4 Otros inhibidores de la tirosincinasa

2.4.1 Bosutinib

El Bosutinib (SKI-606) es un inhibidor de SRC/ABL cinasa. Recientemente se ha
presentado la experiencia en 76 pacientes en fase cronica de LMC resistentes o
intolerantes al IM. Casi la mitad de ellos obtuvieron RCC a los 3 meses, con efectos

secundarios muy inferiores a los que se suelen ver con los inhibidores de la

tirosincinasas conocidos hasta ahora (GAMBACORTI-PASSERINI 2007).

2.4.5 Inno-406

Este agente es otra variante de la aminopirimidina, variante del IM, modificado en
en su disefio para mejorar la unidn al nicho de ATP de Bcer-Abl. Es activo frente a Ber-
Abl y Lyn, por lo que puede ser clasificado, al igual que el Dasatinib, como un inhibidor
dual. Ensayos preclinicos han mostrado que es de 20-50 veces mds activo in vitro que el
IM frente a lineas celulares con mutaciones Bcr-Abl diferentes a la 3151 (YOKOTA
2007).

2.4.6 Inhibidores de Aurora-Cinasa

La imposibilidad de los agentes denominados inhibidores de la tirosin-cinasa de
segunda generacion para evitar la progresion de la enfermedad, cuando ésta se asocia a
la mutacion BCR-ABL/T3151, ha llevado al estudio de nuevas moléculas. Ambit
Biosciences ha descrito la habilidad de una nueva molécula inhibidora de la Aurora-
Cinasa VX-680 (conocida como MK-0457), de unirse a la mutacion ABL/T315I.
Estudios en fase I han demostrado la efectividad de este farmaco, observandose RCC en
pacientes portadores de dicha mutacion (GILES 2007). En la actualidad, al menos dos
nuevas moléculas inhibidoras de la Aurora-Cinasa con actividad para inhibir BCR-

ABL/T315I estan en fase de desarrollo: PHA739358 y XL-228.
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3. Tratamiento de la LMC en la era Imatinib

La aparicion del IM ha resuelto el largo debate sobre cudl puede ser el mejor
tratamiento en primera linea de LMC Ph (+). Todos los pacientes que se diagnostiquen
con LMC en fase cronica deberian iniciar tratamiento con IM. La dosis recomenda de
comienzo en el estudio IRIS fue de 400mg/dia, independientemente del peso y talla del
paciente (GOLDMAN 2007). Hoy en dia, investigaderes en Houston han comenzado a
tratar pacientes en primera linea con dosis de 800 mg diarios y han obtenido respuestas
hematologicas, citogenéticas y moleculares mas precoces que en los grupos histéricos

del estudio IRIS a dosis de 400mg/dia (CORTES 2007).

Un estudio similar del grupo australiano, comenzaba con dosis de 400 mg diarios,
que se incrementaban si no se alcanzaban unos objetivos establecidos en intervalos de 3
meses. A pesar de estos estudios, no existe evidencia actual de que, comenzar el
tratamiento con dosis mayores a 400 mg diarios o escalar dosis en aquellos pacientes
que aparentemente no estan respondiendo, reduzca el riesgo de progresion de la
enfermedad, pero otros estudios que estdn actualmente en marcha deberan responder a

este interrogante (KANTARJIAN 2004) ( BRANDFORD 2006).

Una pregunta frecuente es el tiempo que el IM deberia ser mantenido en caso de
alcanzar respuestas Optimas con ¢l. Hay evidencias de que la incidencia de progresion
de la enfermedad en respondedores disminuye y aparentemente la toxicidad no aumenta
con la duracién del tratamiento (GOLDMAN 2007). Existen series de pacientes que,
por diferentes motivos, han abandonado el tratamiento con IM cuando no se detectaban
transcritos BCR-ABL. En la mas larga publicada, 6 de los 12 pacientes estudiados
mostraron evidencia de recaida a los 5 meses de interrumpir el tratamiento, pero los
otros 6 permanecieron en RMC a los 15 meses (ROUSSELOT 2007). Estudios como
¢éste plantean la posibilidad de que el IM pudiera erradicar la enfermedad residual en un
grupo seleccionado de pacientes, probablemente en aquellos que han recibido IFN

previamente (GRAM 2002).

Una vez que el paciente ha adquirido una respuesta adecuada al tratamiento sera

fundamental su monitorizacion. Sin lugar a dudas, el método de monitorizacion mas
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sensible es la cuantificacion de la enfermedad minima reidual (EMR) mediante la
determinacion de transcritos BCR-ABL mediante RQ-PCR, expresada, bien en ratio
BCR-ABL o bien en escala logaritmica. Los esfuerzos se dirigen actualmente a
convertir los resultados dados por los distintos laboratorios a una escala internacional
que sea aplicable en todo el mundo (HUGHES 2006). La frecuencia con la que se
deberian realizar las técnicas de monitorizacion ha sido también motivo de debate. Hoy
en dia se acepta que la monitorizacidon por citogenética en AMO deberia realizarse con
un intervalo de 6 meses hasta que se alcanza la RCC y, una vez alcanzada, repetirse con
intervalos de 1 afio, aunque la respuesta molecular se mantenga, ya que se han descrito
casos de evolucion clonal en pacientes Ph (+) que han sido tratados con IM
(DEININGER 2007). Los estudios moleculares de cuantificacion de transcritos de
BCR-ABL, mediante RQ-PCR en sangre periférica, deben ser realizados cada 3 meses

(HUGHES 2006).

El fallo en la obtencion de respuesta se denomina resistencia primaria. Hoy en dia
parece estar claro que el riesgo de desarrollar progresion de la enfermedad estad
altamente relacionado con la respuesta obtenida. La NCCN (National Comprenhensive
Cancer Network) y la European Leukemia Net han establecido criterios de respuesta en
base a la obtencion de respuestas hematologicas (RH) y citogenéticas (RC). La
resistencia hematoldgica es un hecho raro (2 al 4% de los casos), definiéndose ésta
como el no obtener RH a los 3-6 meses de iniciar tratamiento. Hoy en dia existe
consenso en que, la no obtencion de ningun grado de RC a los 6 meses, no obtener
RCM a los 12 o no obtener RCC a los 18, se consideran evidencia de fallo al
tratamiento. El porcentaje de pacientes que no alcanzan una respuesta adecuada e los 6-
18 meses, es aproximadamente del 15-25% y la deteccion de estos casos requerira un

seguimiento de monitorizacion frecuente (SIMONNSSON 2005).

Aquellos pacientes que cumplen algunos o todos estos parametros de respuesta y
posteriormente pierden su respuesta a IM se consideran en resistencia secundaria
(GUILHOT 2004). Para la obtencion de RC se necesitan dos mecanismos disferentes:
adecuada inhibicion de BCR-ABL y un microambiente apropiado de la médula 6sea
con una reserva hematopoyética idonea (SHAH 2007). Dado que no existe hoy en dia
estrategia médica para contrarrestar una ineficaz reserva hematopoyética, no se

discutira este tema.
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El no obtener una adecuada inhibicién del BRC-ABL puede deberse a multiples
causas. Existe evidencia que el tener bajos niveles plasmaticos de IM se relaciona con
fallo en la obtencion de RC. Estos niveles plasmaticos dependen de factores como
absorcion, metabolismo y transportadores. En estos casos prodria ser efectivo aumentar
la dosis de IM como se ha demostrado en diferentes estudios (KANTARJIIAN 2004).
Por otra parte, los trabajos que han comparado dosis altas de IM frente a inhibidores de
segunda generacion, en pacientes con fallo a terapia con IM, han mostrado mejores
respuestas en los brazos de los tratamientos de segunda generacion (KANTARJIAN

2007) (HOCCAUS 2007).

La resistencia primaria y secundaria no son dos conceptos exclusivos mituamente.
Asi, la resistencia primaria implica un importante factor de riesgo para la mutacion
secundaria. Los mecanismos por los que se producen resistencias secundarias son bien
conocidos. La mayoria de los casos, como ya se ha comentado, se van a originar por
mutaciones en el dominio cinasa con BCR-ABL que dificultan la union efectiva de IM
por la sobreexpresion de BCR-ABL, mediante amplificacion gendémica o por la
adquisicion de cromosomas Ph adicionales en el clon resistente (O'HARE 2005). A
efectos practicos, el manejo de pacientes, tanto con resistencia primaria como
secundaria, es similar. Una vez que el clinico se ha asegurado que el paciente toma la
dosis adecuada de IM, el siguiente paso a realizar serd el de incrementar esta dosis a 600
o 800 mg diarios, lo que suele inducir o reinducir respuestas citogenéticas, aunque lo
cierto es que éstas pueden no prolongarse en el tiempo (KANTARJIAN 2003). El
aumento de dosis de IM, ha sido una actuacion habitual entre los clinicos que no
encontraban respuestas adecuadas de sus pacientes, sobre todo cuando no se disponia de
otras estrategias terapetticas y en la actualidad se sigue realizando. El hecho de que la
dosis aumentada de IM tenga un efecto positivo en la probabilidad de respuesta
citogenética se fundamenta en que se han observado niveles infraterapetticos en
pacientes con resistencia primaria. Ademads, una dosis superior de IM puede mejorar
respuestas inducidas por aumento de niveles de BCR-ABL producidos por

amplificacion genémica (PICARD 2007) (DRUKER 2006).

Lo cierto es que, a dia de hoy, la escalada de dosis est4 cuestionada por algunos
centros ya que, en estudios recientes, se han demostrado mejores respuestas con

inhibidores de segunda generacion que con IM a dosis de 800 mg, con una toxicidad
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aceptable (KANTARIJIAN 2007). En términos generales, un paciente con criterios de
resistencia citogenética, en tratamiento con la dosis méaxima tolerada de IM, deberia ser
considerado para tratamiento con inhibidores de segunda generacion de tirosincinasa.
En este momento, deberia realizarse un estudio de posibles mutaciones del dominio
cinasa. Si el paciente no es portador de la mutacion T315I, no existe en la literatura
actual recomendaciones en cuanto qué inhibidor de segunda generacion, Dasatinib o
Nilotinib, se debe elegir. No obstante, basandonos en los estudios de los que
disponemos, consideramos que la decision deberia tomarse de acuerdo con los
antecedentes personales del paciente, con especial interés en cardiopatia, patologia
respiratoria, retencion de liquidos, asi como las posibles mutaciones que pueda
presentar, dado que como ya se ha comentado, las mutaciones presentan una

sensibilidad mayor o menor a cada farmaco (APPERLEY 2007).

Si se identifica la mutacion T315I, con casi total probabilidad, la respuesta a
inhibidores de segunda generacién de los que se dispone en la acutualidad sera muy
pobre. Lo razonable seria cambiar tratamiento a IFN, Citarabina o entrar en protocolos
con nuevos inhibidores de la Aurora Cinasa en pacientes que no fueran candidatos a
trasplante o no dispusieran de donante compatible. Si el paciente es candidato a

trasplante, deberia realizarse éste (GOLDMAN 2007).

En la actualidad los clinicos y los pacientes tienen que valorar el hecho de que hoy
en dia, el trasplante, aunque asociado a importantes riesgos, puede curar la enfermedad
frente al conocimiento actual que ofrecen los resultados de la terapia con IM, los cuales
muestran un aumento muy importante de la SG, pero sin esperanzas reales de cura, sin
olvidar que los efectos toxicos con esta terapia a largo plazo no son atin conocidos. Atun
asi, el nimero total de trasplantes ha disminuido considerablemente en los ultimos afios.
En la practica, la mayoria de los hematdlogos comienzan tratamiento con IM, aunque

los pacientes sean de bajo riesgo para la realizacion de trasplante.

Podrian existir dos excepciones a esta regla: la primera en algunos pediatras que
creen que el tratamiento inicial para nifios con donante HLA-idéntico relacionado
deberia ser el trasplante, aunque con controversias sobre el tema. La segunda seria en
aquellas situaciones en las que, debido al coste del farmaco, éste no pudiera ser

administrado de forma indefinida.
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En cuanto a la posibildad de trasplante en segunda linea de tratamiento en
pacientes que por edad y riesgo fueran candidatos, no existe consenso. Dados los
resultados que ofrecen los inhibidores de segunda generacion, lo l6gico seria probar con
uno de estos inhibidores durante 6-9 meses y proceder al trasplante si no se observa
respuesta adecuada. Una vez que se ha decidido realizar el trasplante, el hecho de
acondicionar a dosis estandard o reducidas, es una cuestion aun no resuelta a dia de
hoy. Para pacientes de edad avanzada el acondicionar con dosis reducidas parece la

medida ideal (GOLDMAN 2007).
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VIl. FACTORES PRONOSTICO

El establecimiento de factores prondstico dentro de las distintas patologias aporta
una importantisima informacién en la medicina moderna ya que permite el intento de
seleccion de un tratamiento 6ptimo y la busqueda de una terapia ajustada al riesgo, asi
como la de grupos homogéneos de pacientes en los ensayos clinicos, imprescindible
para poder interpretar de forma adecuada los resultados obtenidos y para la comparacion

con otros estudios.

1. Factores prondstico clasicos en LMC

A falta de factores pronodsticos al diagnostico que pudiéramos denominar
intrinsecos o sea, independientes de la terapia que después reciben los pacientes, en la
LMC se ha evidenciado que los indices han ido variando con la aparicion de los
distintos tratamientos, de forma que los que tuvieron validez como indicadores de la
previsible evolucion de los pacientes con un determinado tratamiento, la perdian al

analizarla con otro.

En la década de los ochenta, distintos autores realizaron estudios de supervivencia
para los pacientes diagnosticados de LMC que recibian tratamiento con quimioterapia,
bien Busulfan o Hidroxiurea. Sokal establecid en 1984 el indice que lleva su nombre,
mediante el cual, con las variables de edad, porcentaje de blastos en sangre periférica,
esplenomegalia y nimero de plaquetas, discriminaba tres grupos de alto, medio y bajo

riesgo en cuanto a supervivencia (SOKAL 1984).

Tras la incorporacion del IFN-a en el tratamiento de la LMC, el grupo del MD
Anderson observo que el indice de Sokal no discriminaba pacientes de medio y alto
riesgo tratados con IFN-a (OHNISHI 1995), desarrollando un nuevo sistema para
distinguir entre diferentes evoluciones basado en la edad, raza, esplenomegalia, nimero
de plaquetas y porcentaje de basofilos, con la ventaja sobre los modelos anteriores de

no precisar una formula complicada. Este sistema fue examinado en una cohorte de
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pacientes alemanes por Hasford et al sin conseguir diferenciar grupos con diferentes

supervivencias (KANTARJIAN 1990) (HASFORD 1996).

A partir de esta evidencia, Hasford en 1998, comienza un proyecto con el fin de
establecer y validar un sistema de estadiaje prondstico para pacientes con CML tratados
con IFN-a. Para ello, realizd un metanalisis en el que se estudiaron 1193 pacientes de
diferentes paises europeos. Tras estudiar mas de 26 variables, se encontraron con que
las unicas que presentaban correlacion con la supervivencia eran la edad, la
esplenomegalia y el numero de plaquetas, basofilos y blastos. El nuevo sistema de
estadiaje diferenci6é grupos de medio, alto y bajo, riesgo con supervivencias medias de
98, 65 y 42 meses respectivamente (HASFORD 1998). Sin embargo, la EBMT
(European Blood and Marrow Transplantion) observo que el indice de Hasford no
predecia la supervivencia en pacientes sometidos a un transplante alogénico de
progenitores hematopoyéticos con LMC (GALE 1991). Un nuevo indice pronostico se
estableci6 mediante cinco variables, pudiendo diferenciar grupos con diferente
supervivencia en pacientes diagnosticados de LMC a los que se les iba a someter a un
transplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (GRATWHOL 1998). Este
indice seria posteriormente revisado y validado por diferentes grupos (PASSWEG

2004) (de SOUZA 2005).

2. Factores Prondstico pre-tratamiento a Imatinib

2.1 indices de Sokal y Hasford

En el afio 2002 se introduce el Imatinib como farmaco de primera linea en
pacientes con LMC cambiando con éste el curso de la enfermedad. Como se ha
mostrado, el prondstico de los pacientes afectos de LMC ha cambiado drasticamente.
No obstante, el identificar aquellos pacientes que no van a responder de una manera
adecuada al tratamiento sigue siendo aun una realidad, y probablemente lo sera aiun mas
cuando con el paso del tiempo se vayan introduciendo nuevas moléculas. Son
numerosos los autores que han realizados grandes esfuerzos para identificar factores de

riesgo en el momento del diagndstico que nos permitan diferenciar grupos prondstico.
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Hasta ahora, ningin estudio ha encontrado factores de riesgo en el momento del
diagndstico con peso suficiente como para cambiar la estrategia terapeutica en funcion

de éstos.

Los indices pronostico de Sokal y Hasford, como ya hemos comentado, no fueron
disefiados para definir grupos de riesgo en pacientes tratados con inhibidores de las
tirosincinasas. Sin embargo, distintos autores han demostrado que tienen una validez al
menos parcial también para los pacientes tratados con ellos. En el estudio IRIS se ha
confirmado que el indice de Sokal predice SLP, tanto de aquellos que habian obtenido

RCC como de la serie global (figura 11, tabla 12).

Survival Without AP/BC by Sokal Group in
Patients with CCyR on First-line Imatinib
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Figura 11: Supervivencia sin fase cronica ni fase acelerada estratificada por
grupos prondstico de Sokal en pacientes con RCC en primera linea de tratamiento en
estudio IRIS (The 5-year update from Iris study. 2006 ASCO annual meeting. June 2-6,
2006. Atllanta, Ga. Abstrac 65006).
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Supervivencia libre de progresion acorde al indice de
Sokal

- Riesgo bajo 91%

- Riesgo intermedio----------- 84%

- Riesgo alto 69%

Tabla 12: Supervivencia libre de progression estratificada segin indices
pronoéstico de Sokal en estudio IRIS (The 5-year update from Iris study. 2006 ASCO
annual meeting. June 2-6, 2006. Atllanta, Ga.Abstrac 6506).

Muchos otros autores han confirmado que estos indices prondstico predicen
respuestas a tratamiento, SLP y SG (HASFORD 2003) (ZHONGGUO 2006) (USMAN
2007) (PALANDRI 2008) (CERVANTES 2003).

Parece ser, por lo tanto, que el indice prondstico mas importante en el momento
del diagnostico es el de Sokal, pero que va perdiendo relevancia una vez que el paciente

adquiere una RCC (DRUKER 2006).

2.2 Analisis citogenético

El analisis citogenético de M.O. ha sido la técnica habitual para el diagndstico de
la LMC. Mientras que la adquisicion de anormalidades citogenéticas al Cromosoma Ph
a lo largo del tiempo, se asocia a una peor respuesta al tratamiento en estos pacientes
(CORTES 2003), el significado de las alteraciones cromosdmicas adicionales en el
momento del diagnéstico estd menos claro. Dadas las mejores respuestas observadas en
pacientes con evolucion clonal tratados con dosis mayores de IM, seria razonable
comenzar con dosis de 600-800 mgr/dia en aquellos en los que se encuentren
alteraciones citiogenéticas adicionales en el momento del diagnodstico (O'DOWYER
2002). La deleccion del 9g+ , que clasicamente se habia asociado a peor prondstico, hoy
en dia, con los inhibidores de la tirosincinasa, parece que pierde este significado

(QUINTAS-CARDAMA 2005).
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2.3 Perfiles de expresion de mRNA

Se ha intentado identificar rutas y genes, en cé€lulas primarias de LMC alteradas,
en pacientes afectos de LMC para realizar estudios de microarrays al diagndstico, con el
fin de poder predecir las distintas sensibilidades al tratamiento y asi poder facilitar una
terapia individualizada. Hasta el momento no se ha podido definir ningun factor
pronostico con suficiente peso como para ser incorporado en las guias terapeuticas
(HUGHES 2006). En un estudio reciente, Young et al realizaron un analisis de
microarrays de células CD 34+ recogidas al diagnostico. Identificaron baja expresion de
CD7 combinada con expresion de proteinasa 3 en células CD34+ como un fuerte valor
predictivo de aumento de la supervivencia. No obstante, estos datos fueron obtenidos
antes de la era IM y todavia este grupo no ha publicado estudios en pacientes tratados
con este farmaco (YOUNG 2006). Si se han realizado diferentes estudios de expresion
genOmica en cohortes de pacientes que han recibido IM (ZHENG 2006) (RADICH
2006). En ellos, el objetivo principal fue predecir una respuesta citogenética precoz. En
pacientes del estudio IRIS se identificaron 31 genes que fueron considerados como
factores predictivos de alcanzar RCM; no obstante, el valor predictivo de estos genes no
ha sido estudiado prospectivamente (McLEAAN 2004). Un estudio que buscaba
expresion gendmica en leucocitos de pacientes seleccionados por alcanzar o no una
respuesta citogenética al IM, no pudo demostrar la existencia de una asociacioén entre
éstos y el hecho de conseguir una RCC (CROSSMAN 2005). Otro trabajo mas reciente
en el mismo grupo de pacientes si encontr6 diferencias significativas en la expresion de
CD34+ en funcion de la RCC (CROSSMAN 2005). Seran necesarios analisis
prospectivos en cohortes mayores de pacientes para comprobar si la identificacion de
determinadas expresiones genomicas podria indicar estrategias diferentes segin los

Casos.
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2.4 El estudio de los mediadores activados (fosforilacion
proteica medida por citometria de flujo):

Se sabe que la traslocacion reciproca t(9,22) codifica una proteina quimérica
BCR-ABL, con una actividad tirosincinasa activada de forma constitutiva que estimula
un gran numero de cadenas de sefiales mediante la transferencia de un grupo fosfato
desde una molécula de ATP a residuos de tirosina de proteinas celulares especificas

(HEISTERKAMP 1984).

El mayor conocimiento de las vias de sefiales que se activan a partir de BCR/ABL,
asi como su comportamiento ante los nuevos inhibidores de tirosincinasas disponibles
en la actualidad, supondra un avance que no solo facilitara el desarrollo de nuevos
tratamientos cada vez mas dirigidos contra dianas especificas de la enfermedad, sino
que ademas permitiria conocer el grado de actividad de los farmacos en cada paciente
concreto, asi como la deteccion precoz de posibles resistencias a los distintos
tratamientos. Por otra parte, el estudio de sinergias medicamentosas de farmacos que

actuaran sobre diferentes cascadas de sefiales, también se veria reforzado.

Las cascadas de senales celulares estdn a menudo inducidas por la fosforilacion de
proteinas que a su vez activan determinados efectores para llevar a cabo una accion
concreta. La fosforilacion de tirosinas no se conoce tan bien como la de las serinas o
treoninas (MAYER 1988). Algunos estudios preliminares apuntan a que algunos
péptidos fosforilados responden al tratamiento con IM en lineas celulares de leucemia
mieloide cronica. Asimismo, parece que existen diferencias en los lugares de la

fosforilacion (WHITE 2005).

En este sentido se han desarrollado los estudios fosfoespecificos, basados en la
premisa de que, el estado de fosforilacion de una proteina concreta, se correlata con su
estatus bioldgico. Por lo tanto, midiendo el grado y el nivel de la fosforilacion de
determinadas proteinas, seria tedricamente posible determinar qué vias de sefiales se
modifican en respuesta a un determinado estimulo. Se sabe ademas que aquellos
pacientes que no alcanzan una buena inhibicién del ABL-cinasa, medida mediante Crkl

fosforilado en células mononucleares procedentes de sangre periférica, tienen menor
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probabilidad de alcanzar RMM a los 12 y 24 meses (WHITE 2005), (JILANI 2008),
(NAM, 2007).

Los estudios de fosforilacion iniciales se llevaron a cabo utilizando técnicas de
laboratorio complejas y engorrosas basadas fundamentalmente en el método de Western
blot. Esta técnica precisa para su realizacién correcta una gran cantidad de células, lo
que es dificil de conseguir a partir de las muestras de sangre periférica de los pacientes.
Por este motivo su utilidad en la practica clinica se ha visto muy mermada. Sin
embargo, la medicién de los estados de fosforilacion de proteinas especificas se ha
simplificado con la apariciéon de anticuerpos fosfoespecificos contra determinados

epitopos de proteinas (SINGER 2006).

Dichos anticuerpos son capaces de reconocer esas proteinas activadas pudiendo
diferenciar el estado estimulado o suprimido de las cascadas en las que participan.
Diversos grupos han conseguido tefir fosfoepitopos y detectarlos por citometria de
flujo. En este caso, los anticuerpos van unidos a fluoroporos que emiten fluorescencia
que puede ser cuantificada. El nivel de fluorescencia detectado se correlata con el grado

de actividad de la via estudiada (HOEVE, 1998), (ODA, 1994).

Son muchas las cadenas celulares que se activan por la accion de la proteina
ber/abl, incluyendo las relacionadas con las vias Ras, Raf, MAPK, ERK, PIK3, Janus
kinasa 2 y STATS. La activacion oncogénica de estas vias estimula la proliferacion
celular, protege frente a la apoptosis y aumenta la capacidad de invasion tumoral de las
células leucémicas al modificar la adhesion celular al estroma (Fig. 12). Los analisis
“fosfo-especificos” se basan en la premisa de que, midiendo el estado de la
fosforilacion, se puede determinar qué vias de sefales se usan en respuesta a un
determinado estimulo. De esta manera, y en lineas generales, se observa un descenso de
los niveles de fosfoproteinas en los pacientes que muestran respuesta citogenética y
molecular a IM a los 12 y 18 meses de tratamiento respectivamente. Sin embargo, se
observa un minimo descenso de dichos valores o incluso un incremento de los mismos
en los pacientes que resultan resistentes al IM (JILANY 2005), (NAM 2008), (WHITE,
2006), (LA ROUSEE, 2008), (HAMILTON, 2006).
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Fig 12: Vias de seiiales activadas en LMC

2.5 Sensibilidad intrinseca a inhibidores tirosincinasa.

La sensibilidad de las celulas de CML al bloqueo por IM puede calcularse
determinando la concentracion de éste firmaco que se necesita en cada caso para inhibir
in vitro la actividad de la cinasa BCR-ABL. Midiendo este parametro en células
mononucleares recolectadas antes del tratamiento con IM, los resultados varian
notablemente de unos pacientes a otros. La importancia de este parametro (IC50 a IM)
radica en que una alta sensibilidad in vitro (IC50 baja) se correlaciona con una mayor

probabilidad de alcanzar RMM (WHITE 2005).

IC50 IM no ofrece un paralelismo total con el indice prondstico de Sokal, pero la
combinacion de estos dos factores si que ayuda a pronosticar aquellos pacientes que van
a alcanzar una respuesta molecular. Asi, la probabilidad de alcanzar una RMM a los 12
meses en pacientes con baja IC50 IM es del 47% frente al 23% en aquellos con alta
IC50 IM (p=0.03). Si se asocia un indice de Sokal bajo a baja IC50 IM, la probabilidad
de alcanzar la RMM es del 73% frente al 31% en pacientes con indice alto de Sokal y
alta IC50 IM (WHITE 2005).
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Estas diferencias encontradas en los rangos de sensibilidad al IM entre los
distintos pacientes en el momento del diagndstico, se deben principalmente a la
diversidad de mecanismos de asimilacion y retencién del farmaco. Los factores que
parecen estar mas implicados son la bomba OCT-I y la expresion de WTI, ya
comentados con anterioridad. Una disminucion en OCT-1 parece relacionarse con
menores concentraciones de IM. En estos casos seria aconsejable el aumento de dosis
del farmaco o la utilizacién de inhibidores de segunda generacion como Nilotinib, que

al parecer se asimila por un mecanismo independiente de OCT-1 (CROSSMAN 2005).

La reduccioén en la expresion de WT-1 en células de LMC expuestas in vitro a IM
antes del tratamiento, se ha relacionado como factor prondstico favorable para alcanzar
RCC. Expresiones variables de WT-1 pueden suponer diferencias en la concentracion de
IM (CILLONI 2004). Recientemente se ha publicado la correlacion entre los niveles
facmacocinéticos de IM con la respuesta clinica, la supervivencia libre de eventos
(SLE) y los efectos adversos (EA) en pacientes tratados con 400 mg de IM procedentes
del estudio IRIS. En éste se observa que los niveles plasmaticos altos de IM se asocian a
mayor probabilidad de RCC, RMM y SLE. También se demostré que los niveles
plasmaticos de IM son predictivos de RCC, independientemente del indice de Sokal

(LARSON 2008).

2.6 Niveles basales de mRNA BCR-ABL

En la actualidad no existe evidencia de que los niveles basales de BRC-ABL en
sangre en el momento del diagnéstico tengan valor predictivo. Cuando se siguen
pacientes con altos niveles basales de BCR-ABL y se comparan con un grupo con
niveles bajos no se pueden apreciar diferencias significativas cuando ha pasado tiempo

después del inicio de IM.

Por lo tanto, el interés del estudio molecular al diagnostico reside en confirmar la
presencia de transcritos B2A2 o B3A2 (o ambos) y por lo tanto, identificar aquellos
pacientes que no podradn ser monitorizados con las técnicas habituales de RQ-PCR,
aparte de servir para la cuantificacioon posterior del efecto individual sobre BCR-ABL.

(HUGHES 2006).
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2.7 Estudio de mutaciones al diagnéstico

En pacientes en fase cronica de LMC tratados con IM, puede observarse en
ocasiones una progresion precoz a fase aguda con evidencia de mutaciones BCR-ABL
(1-5%) (HUGHES 2005). No obstante, no se ha relacionado con una peor evoluciéon de

la enfermedad, la identificacion de mutaciones antes del inicio del tratamiento

El estudio de mutaciones parece mas apropiado en pacientes con fases avanzadas,
cuando su aparicion es mds frecuente. Dada su baja incidencia, en el momento del
diagnostico en los pacientes que reciben IM en primera linea (tabla 13), no se considera
coste-efectivo realizar estudio mutacional al diagndstico en toda la poblacion

(HUGHES 2006).

Probabilidad de detectar mutaciones en funcion de la fase de la
enfermedad

-Al inicio 7.3%

-Segunda linea de tratamiento---------- 26%

-Fase Acelerada 61%

Tabla 13: Probabilidades de detectar mutaciones en funcion de la fase de la
enfermedad.
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3. Respuesta a Imatinib

En el momento actual no existe duda que el factor prondstico mas
importante que va a predecir la evolucion de la enfermedad es la respuesta a
IM. Desde su aparicion ha cambiado el prondstico de la enfermedad con
supervivencias libres de progresidn que no eran imaginables con los
tratamientos anteriores (figura 5). Asi, en la actualidad, existen diversos
parametros clinicos y analiticos que van a ir definiendo esa respuesta al

tratamiento en funcion del tiempo desde su inicio.

Como se aprecia en la siguiente tabla (tabla 14), la probabilidad de progresion de

la enfermedad disminuye en concordancia con el tiempo de exposicion a IM.

Anos Progresion* % Progresion a FA o FB %
1 3.4 1.5

2 7.5 2.8

3 4.6 1.6

4 2.3 2.0

Tabla 14: Probabilidad de progresion de la enfermedad segun el tiempo de evolucion
tras tramiento con Imatinib en pacientes diagnosticados de LMC Ph (+) en primera
fase crénica.* La progresion incluye pérdida de RHC, RCM o progresion a FA o
FB
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3.1 Respuesta hematolégica

Adquirir una respuesta hematologica precoz es un factor que contribuye a predecir
la adquisicion de una respuesta citogenética y por otro lado, muy pocos pacientes dejan
de obtener una RHC con IM. La no obtenciéon de una RHC después de 3 meses se
considera fallo del tratamiento y debe considerarse la alternativa terapéutica con un
inhibidor de segunda generacion. Las citopenias no se consideran factor pronostico
adverso, pero es cierto que la necesidad de interrumpir el firmaco o bajar la dosis
administrada, se asocia a una menor probabilidad de adquirir una RMM (HUGHES
2005).

3.2 Respuesta citogenética

Tradicionalmente la respuesta al tratamiento se ha analizado por la determinacion
citogenética del nimero de metafases Ph positivas en M.O. Una respuesta citogenética
parcial (RCP) representa 1%-35% metafases positivas y 0% indica respuesta
citogenética nula (RCN). Una respuesta citogenética mayor (RCM) incluye repuestas
parciales. La adquisicion de RCC en algin momento de la enfermedad serd un
importante indice de proteccion de SLP. A mejor respuesta citogenética, mayor

proteccion frente a la progresion de la enfermedad (tabla 15) (DRUKER, 2006).

RCC RCP No RCm
12 meses 97% 93% 81%
18 meses 99% 90% 83%
24 meses 99% 93% 82%

Tabla 15: Supervivencias globales en function de las RCG alcanzadas en distintos
periodos de tiempo tras inicio de tratamiento con Imatinib en pacientes
diagnosticados de LMC Ph (+) en primera fase cronica.
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3.3 Respuesta Molecular.

Después de contrastar los resultados de citogenética con los de RQ-PCR, se
comprueba que el 98% de los pacientes que consiguen una reduccion de 1-2 logaritmos
con respecto a los valores basales, se encuentran en RCM y el 91% de los pacientes que
adquieren una reduccion de 2-3 logaritmos se encuentran en RCC. Esto significa que, en
los periodos iniciales del tratamiento, el molecular es un buen indicador del nivel de
reduccion de la leucemia, con una correlacion excelente con el grado de respuesta

citogenética (ROSS 2006).

El nivel de los transcritos BCR-ABL es ademas, un buen predictor de
Supervivencia Libre de Progresion (SLP). En el estudio IRIS, la determinacion seriada
mediante RQ-PCR confirmé que la reduccion de BCR-ABL es un buen predictor de la
respuesta futura y del riesgo de progresion. La adquisicion de una RMM en los primeros
12 meses proporcionaba un 100% de probabilidad de SLP. Este dato, a los 12 meses, se
observd en el 40% de los pacientes de este estudio, y en el 55% y 75% a los 24 y 44
meses respectivamente (tabla 16) (GOLDMAN 2005). Se desconoce todavia si
adquirir una RMM antes de los 12 meses es igualmente predictivo de bajo riesgo de
progresion de la enfermedad, al igual que si adquirir una RMM usando una dosis

mayor de IM mejora en la misma proporcion la SLP (KANTARJIAN 2004).
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12 meses 18 meses
RMM con reduccidon 100% 100%
>3log
RMM con reduccidon 95% 90%
<3log
No RMM 85% 87%

Tabla 16: Supervivencias libre de progresion en funcion de la respuesta molecular
alcanzada a los 12 y 18 meses en estudio IRIS.

Recientemente se ha publicado que el aumento de medio logaritmo de transcritos

BCR-ABL presupone un alto riesgo de recaida en pacientes con RCC (PRESS 2007).

3.4 Inhibicion de las cinasas in vivo

Estudios posteriores al estudio IRIS sugieren que aquellos pacientes que no
alcanzan una buena inhibicién del ABL cinasa, medida mediante Crkl fosfolirado en
c¢lulas mononucleares procedentes de sangre periférica, tienen menor probabilidad de
alcanzar RMM a los 12 y 24 meses. Como factores relacionados con la inhibicion in
vivo de las cinasas se comprobaron la dosis recibida de IM asi como su IC50 (WHITE

2005).
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VIIl. MONITORIZACION DE RESPUESTA EN
PACIENTES TRATADOS CON INHIBIDORES DE LAS
TIROSINCINASAS

El uso del IM en primera linea en pacientes diagnosticados de LMC es un hecho
que hoy dia nadie discute. No obstante, y a pesar de la corta experiencia con esta
molécula, se ha observado que no todos los pacientes se comportan de la misma
manera, siendo impredecible en el momento actual la respuesta al tratamiento. Debido a
la disparidad de respuestas y a la aparicion de nuevas moléculas ya aprobadas como
tratamiento de segunda linea, surge la necesidad de monitorizacion de estas respuestas y
con ello la aparicién de nuevas y mas eficaces técnicas. Esta monitorizacion tendra
importantes consecuencias, no solo pronosticas sino también terapetticas, ya que
permitird la deteccion precoz tanto de recaidas como de resistencias al tratamiento,

ofreciendo un escenario ideal para nuevas estrategias terapeuticas.

Desde que se descubrid el cromosoma Ph como anomalia genética causante de la
LMC, su identificacion y posible cuantificacion ha sido un objetivo para muchos
investigadores, tanto para definir las respuestas a los tratamientos como para observar la

evolucion de la enfermedad.

1. Citogenética clasica

El analisis citogenético de metafases de médula osea ha sido la técnica estandar
para el diagnéstico de la LMC, asi como para identificar anormalidades citogenéticas
afiadidas al cromosoma Ph. Si bien la aparicion de estas anormalidades durante la
evolucion de la enfermedad se asocia a peores respuestas, el significado de
diagnosticarlas al comienzo no esta aun bien definido (CORTES 2003). Ya hace varias
décadas que los investigadores del MD Anderson Cancer Institute describieron la
posibilidad de inducir respuestas citogenéticas completas mediante el tratamiento con
[FN-a (TALPAZ 1983) (ITALIAN COOPERATIVE STUDY GROUP 1999). Desde

entonces ha habido otros andlisis que confirmaron que una RCM pronosticaba un
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aumento de la supervivencia y que se podia usar como marcador indirecto de

supervivencia (TALPAZ 1983) (ITALIAN COOPERATIVE STUDY GROUP 1999).

El estudio IRIS demostré que los pacientes tratados con IM adquirian RCC y
RCM en un porcetaje mucho mayor que los tratados con IFN-a. Las respuestas
citogenéticas se correspondian también, al igual que pasaba con IFN, con un aumento

demostrable de la supervivencia.

La valoracion de la respuesta citogenética tradicionalmente se ha evaluado

mediante la determinacion del nimero de metafases en médula 6sea (tabla 17).

Los analisis del estudio IRIS han evidenciado que el factor pronodstico mas
importante es una respuesta citogenética temprana, con una relacion directa entre el
momento en que ésta se alcanza y el nivel de respuesta, con la supervivencia libre de

eventos y la supervivencia libre de progresion (tabla 17)

Tiempo de tratamiento y Probabilidad de RCC a los 2 Supervivencia libre de
respuestas citogenéticas afios(%) eventos a los0 42 meses (%)
3 meses
Parcial 90 Dato no disponible
Menor 60 Dato no disponible
Minima/nula 50 Dato no disponible
6 meses
Completa/parcial Dato no disponible/80 95
Menor o minima/nula 50/15 75
12 meses
Completa/parcial Dato no disponible/50 90
Menor, minima o nula <20 65

Tabla 17: Relacion entre el grado de RCG temprana, la RCC a los 2 afios y la SLE a
los 42 meses en el estudio IRIS.
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A partir de este mismo estudio se observd a los 54 meses supervivencia libre de
progresion a FA/CB del 97 % si existe RCC a los 12 meses; 95% para aquellos con
RCP y 81% para aquellos que a los 12 meses obtuvieron peor respuesta que una RCP

(SIMONSSON 2005).

En general se recomienda realizar citogenética de MO en el momento del
diagnostico y al menos cada 6 meses hasta que se alcanza y confirma RCC, momento en
el cual se podra pasar a realizar una cada 12 meses. Una vez se confirma RMM los
estudios citogenéticos pueden pasar a realizarse con menos frecuencia, segln la clinica

y los hallazgos hematologicos y moleculares (BACCARANI 2006).

2. FISH (Hibridacion In Situ con Fluorescencia)

La realizacion de técnicas de FISH en células en interfase ofrece la ventaja
potencial de evaluar muchas mas células y usar sangre periférica en lugar de médula
6sea. Desde que los datos obtenidos hasta ahora se basan en citogenética convencional,
se recomienda el uso de FISH so6lo antes del inicio de tratamiento para identificar
aquellos casos Ph (-), BCR-ABL positivos, asi como aquellos con translocaciones
variantes, amplificaciones del Ph o del 19q positivo (BACCARANI 2006). El uso de
FISH para el seguimiento de la enfermedad minima residual (EMR) serd tnicamente
valido en aquellas fases de la enfermedad en la que el nivel de leucemia es ain muy
alto. No se puede considerar sustituto de citogenética debido a que no detecta
anormalidades citogenéticas adicionales. El FISH sera util en aquellos casos donde no
esta disponible la citogenética. Una vez obtenida una RMM, ninguna técnica de FISH es

suficientemente sensible para monitorizar respuestas (HUGHES 20006).
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3. PCR cuantitativa a tiempo real

Durante la tultima década, diversos estudios han demostrado que, en las
enfermedades hematologicas, un nimero incluso muy pequenio de células malignas, lo
que se considera enfermedad minima residual (EMR), predice la evolucion clinica,

constituyendo por tanto una informacion necesaria para la toma de decisiones.

Enla LMC, la EMR va a orientar al clinico sobre la evolucion y puede constituir

motivo suficiente por si sola para la toma de decisiones terapeuticas.

La metodologia para la identificacion de trascritos BCR-ABL ha evolucionado a
lo largo de los afios. Inicialmente s6lo era posible identificar la presencia o ausencia de
trascritos BCR-AB]I, ya fuera bien por un tnico paso de amplificacion o bien mediante
la amplificacion mediante dos pasos con iniciadores para aumentar la sensibilidad
(MORGAN 1989) (HUGHES 1991). En 1993, Cross introduce una técnica competitiva
que permite expresar el nimero de transcritos por microgramo de RNA de leucocito o
bien mediante un cociente de BCR-ABL/ABL en una escala logaritmica
(HOUCHHAUS 1996). Este método se adapto a la medicién de PCR en tiempo real en
cuanto la tecnologia estuvo disponible. Las ventajas de realizaciéon de PCR en tiempo
real son la posibilidad de cuantificacion de los productos de PCR durante la fase
exponencial de amplificacion del proceso, lo que contrasta con la clasica medicion por
PCR cuantitativa a tiempo final en la que no era posible conocer el nimero de células
tumorales al final de la muestra. Otra ventaja de la técnica es la obtencion de
informacion en un corto periodo de tiempo reduciendo drasticamente el riesgo de
contaminacion del producto PCR (BRANDFORD 1999) (WANG 2002). Actualmente
existen tres tipos de técnicas de RT-PCR: con la tincion SYBR, con muestras
hidrolizadas y con hibridacion (VELDEN 2003). La eleccion de un adecuado gen

control es imprescindible para dotar al andlisis de fiabilidad y reproductibilidad.

Los requisistos son el nivel de expresion BCR-ABL similar al del diagnéstico de
LMC, la estabilidad similar al BCR-ABL, asi como que los inicadores del gen no

amplifiquen secuencias del genoma DNA tales como pseudogenes.
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Los tres genes que han sido evaluados con mayor frecuencia han sido el BCR,
ABL y beta glucorinidasa (GUSB). Aunque el ABL es por lo general el gen control mas
usado, BCR y GUSB son igualmente eficaces.

Existen diferentes métodos para expresar los resultados y, aunque pueden
expresarse como copias de BCR-ABL por microgramos de RNA, se comprobo6 que este
procedimiento no tenia suficiente reproductibilidad por las variaciones cualitativas del

RNA.

La forma mas frecuente de expresar las copias BCR-ABL es como un cociente con
el nimero de copias del gen control o bien como un porcentaje sobre las copias en el
momento del diagndstico que se expresaran como el 100%. Otra manera de expresar los
resultados es como las diferencias respecto a un promedio de los transcritos basales
(pacientes no tratados) que establece a priori cada laboratorio (HUGHES 2003). Con el
fin de hacer comparables las mediciones de las reducciones de los transcritos de BCR-
ABL en laboratorios repartidos por todas las geografias, Hughes et al/ introducen el
concepto de reduccion logaritmica. Algunos clinicos encontraron este tipo de medicion
mas comoda que la que se expresaba mediante porcentajes (HUGHES 2003) (GABERT
2003).

Como se deduce de todo lo anterior, coexisten en la actualidad varias opiniones y
tendencias sobre la técnica mas idonea para la determinacion de la RT-PCR, asi como

sobre la expresion de los resultados.

Aunque hay suficiente consenso sobre el gen control adecuado, las técnicas atn
no han sido estandarizadas para todos los laboratorios y todavia se carecen de guias

homogéneas para alcanzar niveles aceptables de reproductibilidad y sensibilidad.

Cuando un paciente se monitoriza en un laboratorio que no es de referencia, la
informacion sera sin duda de gran beneficio para el paciente para valorar la progresion
de su enfermedad, pero los resultados no estaran estandarizados internacionalemente y

no seran comparables.

No obstante, desde que el adquirir RMM no solo tiene factor pronostico, sino que
las guias terapeuticas se basan en ésta para la toma de decisiones, es necesario que los

laboratorios establezcan el nivel de BCR-ABL mediante sus propios métodos, que se
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correspondan con la el nivel de RMM establecida por el estudio IRIS. Para facilitar
esto, se ha propuesto una escala internacional (IS) donde el valor absoluto de BRC-ABL
que representa la RMM, es estandarizada en 0.10%. Un valor de 1.0% es
aproximadamente equivalente a alcanzar una RCC. El establecer un IS facilitard una
mayor adherencia a las guias terapeuticas (HUGHES 2006). El propoésito de IS en
cuanto a la expresion de los valores de BCR-ABL se centra en eliminar los términos
“standardized baseline” y “log reduction” que actualmente definen las respuestas
moleculares. En su lugar se expresardn en una escala estandarizada BCR-ABL contro!
gene percentage ratio value. La escala ha sido disefada por los laboratorios que
realizaron los analisis en el estudio IRIS (SALDANA 2007). En la actualidad se esta
trabajando para que en un futuro se simplifique la estandarizacion mediante el
lanzamiento de kits dentro de la rutina clinica con unas altas prestaciones que permitan

expresar los resultados en escala IS (JOBBAGY 2007).

4. Respuestas segun criterios de expertos LEUKEMIA NET.

A partir de los resultados anteriores, un comité internacional de expertos
(LEUKEMIA.NET) ha elaborado una serie de recomendaciones practicas que definen
las situaciones de fracaso terapéutico, respuesta suboptima y alarma o aviso, en funcién
de que se objetiven determinados parametros en plazos concretos, sugiriendo cambios

de actitudes terapeuticas en funcion de estas (BACCARANI 2006).

En sintesis: si a los 3 meses no se consigue al menos alguna respuesta
hematologica, a los 6 meses una minima citogenética (Ph+ < 95%) o a los 18 no hay
una respuesta citogenética completa (RCC), o en cualquier momento se pierden las
conseguidas previamente, o se detecta una mutacion de las que indican un alto nivel de

insensibilidad, se considera fracaso y hay que optar por una alternativa. ( tabla 18).
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Respuesta suboptima

* NoRHC a los 3m

* Peor que respuesta parcial (Ph+ células > 35%) a los 6m

* NoRCC alos 12m

* No RMM a los 18m (ratio BCR-ABL/ gen control < 0.10%)

* Alteraciones citogenéticas adicionales en células Ph+, pérdida RMM * o

adquisicion de mutaciones** en cualquier momento

Fallo del tratamiento

* No respuesta hematologica (enf. estable o progresion) a los 3m

* No RHC o respuesta citogenética (Ph+células> 95%) los 6m

* Peor que respuesta citogenética parcial (Ph+ células >35%) a los 12m
* Peor que RCC a los 18m

Pérdida RHC, pérdida RCC o adquisicién de mutaciones en cualquier momento

Advertencias
» Al diagnostico: alto riesgo, deleccion Cr 9, otras anormalidades cromosomicas.
* A los 12 meses: menos de RMM

* En cualquier momento: cualquier incremento de transcritos BCR-ABL,

adquisicion de anormalidades cromosdmicas.

Tabla 18: Criterios de respuesta segun grupo de expertos de LEUKEMIA NET.
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5. Deteccion de mutaciones en el dominio tirosincinasa

En la actualidad esté ya establecido que la espansion de un clon con mutacion del
dominio tirosincinasa se puede asociar a resistencia al tratamiento con IM y, en algunos
de estos casos, preceder la aparicion de estas mutaciones a la progresion de una fase

mas avanzada de la enfermedad (BRANDFORD 2003) (SOVERINI 2005).

Las recientes recomendaciones de los expertos sugieren que la monitorizacion de
los pacientes no se deberia limitar a la medicion de los transcritos BCR-ABL, sino que
se deberia incorporar el estudio del dominio cinasa en caso de fallo de tratamiento,
respuesta subOptima o incremento de los niveles de BCR-ABL. Dado que las
mutaciones son el mecanismo de resistencia a IM mas frecuente, se recomienda que los

laboratorios moleculares incorporen estos analisis (BACCARANI 2006).

La realizacién de un estudio de mutaciones puede ser muy relevante ante la
adquisicion de resistencias en pacientes tratados con inhibidores de segunda generacion.
En dos estudios se comprobo la adquisicion de resistencias a tratamiento con Dasatinib
en pacientes que habian fallado a la terapia con IM. Estas mutaciones no habian sido

detectadas previamente a la terapia con IM (SHAH 2007), (SOVERINI 2007).

El problema es la baja probabilidad de encontrar estas mutaciones en aquellos
pacientes que tienen un nivel estable o en descenso de los transcritos de BCR-ABL. La
incidencia de mutaciones en fases cronicas, previas al tratamiento con IM, asi como en

pacientes ya en RCC, es asimismo muy baja (BRANDFORD 2004) (WILIS 2005).

En la actualidad no existe consenso sobre cuando debe realizarse el screening de

las mutaciones, qué técnica emplear, ni qué nomenclatura emplear para definirlas.

Ahora que los nuevos inhibidores de las tirosincinasas estdn ya disponibles para
enfermedades resistentes a IM, es muy importante definir criterios diagnosticos y guias

de actuacion para las mutaciones.

Las mutaciones han sido descritas en mas de 40 posiciones diferentes del dominio

BCR-ABL (figura 8).
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- Metodos de deteccion:

La secuenciacion directa del DNA tiene una sensibilidad de aproximadamente el

20% y es probablemente el mejor método de rutina actual. La amplificacion debera

hacerse de BCR-ABL mejor que de ABL. Es probable que métodos de deteccion mas

sensibles como D-HPLC puedan remplazar a la secuenciacion directa en el futuro

(BACCARANI 2006) (Tabla 19).

Tecnologia Sensibilidad Especificidad Bias* | Accesibilidad
Secuenciacion 15-25% <F =F NO +++
directa
Subclonacion y
secuenciacion 9% e NO ++
DHLPC(desnaturing 0.1-10% ++ NO ++
high performance
chromatography)
Pirosecuenciacion 5% T+ NO +
Eectroforesis de 5% ++ NO +
doble gradiente de
desnaturalizacion
Fluorescencia PCR 0.2% T SI M
y PNA clamping
e 0.01% i s i
specific oligonucleotide
PCR)

Tabla 19: Tecnologia disponible para deteccion y cuantificacion de mutaciones

del dominio tirosincinasa BCR-ABL (BACCARANI 2006).Bias indica que el test ha

sido disenado para detectar mutaciones especificas.

Tras la identificacion de mutaciones nos encontramos con el problema de

expresarlas. Se ha sugerido que las mutaciones individuales deberian expresarse con

terminologia que indicara tanto el cambio de aminodcido como el de nucle6tido. De

igual manera seria recomendable expresar el tanto por ciento de los transcritos mutados
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respecto al de los no mutados. Dado que la mayoria de los métodos utilizados, salvo la
pirosecuenciacion, son semicuantitativos, éste sera naturalmente un valor aproximado
mas que una cuantificacion precisa. Los resultados podrian expresarse tal y como se

muestran en la siguiente tabla (tabla 20) (BACCARANI 2006):

Implicacion Resistencias
p % alelo

Cambio Cambio

aminoacido nucleotido mutado

P-loop

Tabla 20: Metodologia sugerida para la expresion de los resultados de estudios

mutacionales del domonio tirosincinasa BCR-ABL.

6. Monitorizacion individual para pacientes que reciben
inhibidores de las tirosincinasas

6.1 Indicaciones al diagnéstico de LMC

En todo paciente que se sospeche un sindrome mieloproliferativo crénico, la
deteccion de los trascritos de BCR-BL en sangre periférica es probablemente el mejor
método para diagnosticar una LMC. En cada paciente, antes del inicio del tratamiento,
deberia medirse la cantidad de transcritos BCR-ABL circulantes en sangre periférica,
asi como la citogenética en médula 6sea. Si el aspirado de M.O. no fuera posible, se
deberd realizar un analisis mediante FISH en la sangre periférica del paciente como

segundo método de confirmacion del diagnostico y éste tendra la ventaja de poder
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detectar reordenamientos BCR-ABL “silenciados” e incluso delecciones en el 9q+, los

cuales podrian o no, tener valor prondstico.

La citogenética de M.O. es esencial para identificar translocaciones inusuales o
anormalidades citogenéticas adicionales. La determinacion de RQ-PCR (cualitativa)
para BCR-ABL en el momento del diagnéstico, debe realizarse para comprobar la
presencia de uno de los transcritos de fusion que no pueden ser amplificados con los

sets habituales (BACCARANI 2006).

6.2 Monitorizacion del paciente que aparentemente responde a
tratamiento

Una vez que el paciente ha iniciado tratamiento con inhibidors de la tirosincinasa
se recomienda la cuantificacion de transcritos BRC-ABL cada 3 meses. En la
actualidad esta siendo cuestionada la realizacion de citogenética de M.O. a los pacientes
que aparentemente estan respondiendo al tratamiento. En estos pacientes se podria
obviar el examen a los 3 meses y realizarlo a los, 6 para confirmar la negativizacion
del cromosoma Ph (HUGHES 2003). Una vez que el paciente alcanza la RCC, se
recomienda la determinacion de transcritos BCR-ABL por RT-PCR en intervalos no
superiores a 3 meses. En cuanto a la realizacion de citogenética en M.O., parece
razonable reducir la frecuencia del examen a 12 meses a partir del primer afio. Si se
abandonasen estos exdmenes por completo, una posible displasia o evolucion clonal de
la enfermedad no seria detectada (LORIAUX 2004). El uso de técnicas FISH realizadas
en sangre periférica es menos sensible que técnicas de RQ-PCR. El FISH no puede
diferenciar pacientes en RCC que han adquirido RMM de aquellos con menor reduccion
de los transcritos. De igual manera no puede diferenciar pacientes con transcritos bajos
pero ya en aumento, por lo que no se considera una técnica apropiada para la

monitorizacion (BACCARANI 2006).

En pacientes en los que se observa un incremento de transcritos BCR-ABL, las
determinaciones deberian realizarse con mayor frecuencia, para descartar la aparicion
de una de las modalidades de respuesta inconveniente: alarma, respuesta subdptima o

fracaso terapéutico (BACCARANI 2006).
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6.3 Indicacion de analisis de mutaciones

No existe evidencia en la actualidad, en pacientes en fase cronica, de que un indice
de riesgo de Sokal o Hasford elevado, se relacione con una mayor probabilidad de
desarrollar mutaciones. No obstante, si al inicio de un tratamiento con inhibidores de la
tirosincinasa aparece una inadecuada respuesta o cualquier signo de pérdida de ésta, si

se debe realizar el estudio correspondiente.

Por otro lado, mutaciones del dominio tirosincinasa deben sospecharse en
cualquier paciente en fases avanzadas de la enfermedad (fase acelerada o crisis
blastica). El estudio debera repetirse en aquellos pacientes que no responden a
inhibidores de la tirosincinasa o en aquellos que, habiendo respondido, se observa un

incremento de transcritos (BACCARANI 2006).

El algoritmo de las pruebas a realizar para la correcta monitorizacion de los

pacientes se encuentran resumldas en la figura 13:

RQ-PCR Citogenética Estudio de mutaciones.
Sangre perifércia M.O. Sangr periférica o M.O.
| Inicio |

v

Al menos cada 6
meses hasta RCC
l Solo en caso:

1)Fallo

Cada 12 meses cuando se 2)Rresp.uesta

confirme RCC subobtima
3)Aumento
BCR-ABL

A

v .
Con menor frecuencia

cuando se alcance RMM

v

Inmediatamene si se pierde
RMM

Cada 3 meses

Figura 13: Recomendaciones de monitorizacion para los pacientes con LMC tratados
con Imatinib segun el panel de expertos de LEUKEMIA NET.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

I HIPOTESIS

El Imatinib (IM) es un farmaco introducido recientemente en el tratamiento de la
LMC. Aunque los resultados obtenidos hasta ahora son muy prometedores, existe un
pequeiio porcentaje de pacientes que no responden de forma adecuada y se ha
observado que esta falta de respuesta es determinante en la evolucién global de la

enfermedad.

Hasta ahora, todos los factores pronosticos para la LMC fueron definidos en
pacientes tratados con otros procedimientos terapéuticos, destacando el IFN entre los

tratamientos médicos mas valorados a este respecto.

En el siguiente trabajo nos planteamos valorar si estos criterios nos permitirian
diferenciar en el momento del diagnostico aquellos pacientes que no van a responder de
forma adecuada a este nuevo farmaco, asi como identificar otros factores pronodstico

para pacientes que van a ser tratados con éste y otros inhibidores de las tirosincinasas.
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I1. OBJETIVOS PRINCIPALES

1-Valorar la respuesta al tratamiento con 400 mgr de Imatinib en pacientes con
LMC en primera fase cronica segin los criterios propuestos por el grupo de

LEUKEMIA NET.

2-Identificar factores prondsticos que permitan diferenciar grupos de pacientes con
distinta probabilidad de respuesta al tratamiento y su posible repercusion en la

supervivencia.

ITI. OBJETIVOS SECUNDARIOS

1- Confirmar el papel de la respuesta al tratamiento con Imatinib como principal

factor pronostico.

2-Valorar el papel del indice prondstico de Sokal en pacientes tratados con

Imatinib.

3- Identificar nuevos factores prondstico.
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I. PACIENTES

Se han valorado 86 pacientes diagnosticados de LMC Ph (+) en fase cronica.
Cuarenta estaban incluidos en el Ensayo de Acceso Expandido 113 (Novartis). De ellos,
15 pacientes fueron diagnosticados en nuestro Centro y el resto provenian de otros
Hospitales. Un total de 11 pacientes recibieron tratamiento con Inhibidores de la
Tirosincinasa denominados de segunda generacion (Nilotinib o Dasatinib). Diez de
ellos, tras no alcanzar respuestas Optimas o intolerancia a Imatinib (IM), segin ensayo
clinico abierto en nuestro centro (AMN-107 Nilotinib, BMS-354825 Dasatinib), en el
momento que se objetivo la resistencia o intolerancia a IM. De éstos, 7 pacientes
fueron tratados por resistencia a IM, 1 por respuesta suboptima y el resto por
intolerancia. Un paciente inici6 tratamiento con Nilotinib en primera linea, tras entrar en
ensayo clinico en el que se evaluaba la eficacia de IM 400 mg/d, frente dosis de

600mg/d y 800mg/d de Nilotinib.

El periodo de observacion ha abarcado desde Septiembre del 2000 hasta Mayo del
2008.

Los criterios de inclusion para los pacientes que pertenecieron al ensayo 113 y que

se mantuvieron para aquellos tratados fuera de dicho protocolo, fueron:

- Resistencia hematologica: no alcanzar respuesta hematoldgica completa durante

al menos un mes, tras seis meses 0 mas de tratamiento con IFN-a

- Resistencia citogenética: persistencia de > de 65% de metafases Ph (+) en

médula d6sea tras 1 ano de tratamiento con IFN-o

- Refractariedad citogenética: aumento de al menos 30% del nimero de células Ph
(+) en médula 6sea en dos determinaciones, con un intervalo de un mes o un incremento

del >65%.
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- Refractariedad hematologica: aumento del numero de leucocitos (incremento
>100% de la cifra de leucocitos, con una cifra total >de 20 x 10x9 en dos ocasiones con

un intervalo de al menos 2 semanas) durante el tratamiento con IFN-a.

- Intolerancia al IFN-a: presencia de toxicidad no hematoldgica documentada
grado 3 o mayor que persista mas de dos semanas. Para considerar que un paciente era

intolerante tenian que haber transcurrido tres meses desde el inicio del tratamiento.

Los criterios de inclusion para pacientes tratados fuera del ensayo tras la

comercializacion de IM fueron:

- Pacientes diagnosticados de LMC en fase crénica definida por los siguientes
parametros: porcentaje de blastos o basofilos en sangre periférica o médula 6sea <15%,
<30% de blastos mas promielocitos en sange periférica o médula d6sea y plaquetas

>100x10x9.

- Cromosoma Philadelphia (+) documentado mediante cariotipo o FISH.

Los criterios de inclusion para tratamiento con Inhibidores de Tirosincinas de

segunda generacion fueron resistencia o intolerancia a IM.

La relacion varones/mujeres fue 46/40 con una mediana de edad al diagndstico de
55.0 afos (rango 16-82). En el 54% de los pacientes se inici6 tratamiento con IM en
segunda linea tras tratamiento previo con INF-a, en el resto de los pacientes tratados
con IM, éste se inicid en primera linea de tratamiento. La indicacion de IM en los
pacientes de segunda linea fue refractariedad o resistencia al tratamiento con INF-a en
el 32% y 37% respectivamente e intolerancia al INF-a en el 31% de los casos. La
mediana de duracion del tratamiento con IFN-a fue de 14.5 meses (rango 1-108). La
mejor respuesta citogenética alcanzada con el INF-a fue: RCC en el 6.1%, RCM en el
8.2%, RCm o minima en el 34.7% y nula en el resto de los pacientes. Once pacientes

habian recibido un trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos.
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Se calculd el Indice Prondstico de Sokal (SOKAL 1984) al diagndstico segin el
modelo del International CLG Prognosis Study Group, mediante la formula

matematica:

Funcion de tasa de riesgo (Hazard Ratio): Ai/Ay = Exp[ (0.0116 (edad-43.4) +
0.0345 (bazo en cm desde reborde costal-7.51) + 0.188 (plag/700)° —0.563) +
0.0887(%blastos en sp-2.1) |].

El Indice de Hasford (HASFORD 1998) se calculd6 mediante la formula
matematica: 0.666 cuando edad >= 50 anios, 0.042 x tamario del bazo por debajo del
reborde costal en centimetros); 1.0956 cuando plaquetas >= 1500/ 10 a la 9/L: 0.0584
por % de mieloblastos; 0.0413 x % de eosindfilos; 0.2039 cuando basdfilos >= 3%.

El indice Sokal y Hasford no se pudo calcular para todos los pacientes porque, en
algunos de los individuos remitidos desde otros centros, la informacion era incompleta,

(n=6) para indice de Sokal y (n=16) para indice de Hasford.

En el momento del diagnostico se procedid a la realizacion de historia clinica y
exploracion fisica del paciente. La realizacion de ecografia abdominal para medicion de

megalias fue opcional.

Los controles clinicos y analiticos habituales se han realizado semanalmente
durante el primer mes y después una vez al mes hasta el tercero y en secuencia

trimestral desde entonces, salvo incidencias.

Los cariotipos en médula dsea han sido semestrales, excepto en los pacientes en
respuesta molecular completa mantenida después del segundo afio, en los que esta

prueba pasa a ser anual.

La comprobacion de RT-PCR en sangre periférica se realizé al diagndstico y de

forma secuencial programada cada 3 meses.
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Il. TRATAMIENTO CON IMATINIB

El imatinib (IM) se administr6 a dosis de:

- 400 mg/dia en 83 pacientes

- 600 mg/dia en 1 paciente debido a retraso del inicio de tratamiento por

diagnosticarse durante periodo de gestacion.

- 800 mg/dia en 1 paciente segun ensayo clinico.

Si se producia una reaccion adversa severa, el tratamiento se interrumpia hasta la

resolucion de esta:

a) Interrupcion temporal:

- Toxicidad no hematologica: Si se producian aumentos en la bilirrubina >3 veces
el limite superior normal institucional (LSNI) o en las transaminasas hepaticas >5 veces
LSNI, el IM se interrumpia hasta que los niveles de bilirrubina volvian a <1.5 veces el
LSNI y el nivel de transaminasas a <2.5 veces el LSNI. El tratamiento con IM podia

entonces continuarse a dosis de 300 mg/dia.

- Toxicidad hematologica: para toxicidades grado III-IV (neutréfilos <1.0x10x9
/L y/o plaquetas <50x10x9 ) se interrumpid el tratamiento hasta su recuperacion. Si
recurria la neutropenia y/o trombopenia severa, tras una nueva interrupcion del

tratamiento, se reanudaba a dosis de 300mgr/dia.

b) La interrupcion definitiva se indicaba en caso de toxicidad grado IV no

hematologica, alergia tipo I o alteraciones metabdlicas severas.
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ll. EVALUACION DEL TRATAMIENTO

El seguimiento de los pacientes se realizd, durante el primer mes semanalmente y
en los 6 meses siguientes cada mes, para continuar posteriormente con controles

trimestrales, siempre que la situacion clinica lo permitiera.
Actitud terapéutica segun evolucion:

El incremento de dosis de IM, o cambio a tratamiento de segunda linea con
inhibidores tirosincinasas, segin ensayos clinicos abiertos en nuestro centro en el
momento de la constatacion de la respuesta no adecuada, se realiz6é en aquellos casos
que se aprecid que cumplian criterios de respuesta suboptima, fallo de tratamiento o
intolerancia segun las recomendaciones del panel de expertos de LEUKEMIA NET
(BLOOD 2006).
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IV. MONITORIZACION DE LA RESPUESTA AL
TRATAMIENTO.

En la evaluacion de la respuesta del tratamiento con IM se emplearon los criterios
utilizados por Talpaz el al (TALPAZ 1986) de respuesta hematoldgica y citogenética a
los que incorporamos una técnica de biologia molecular, Q-PCR “a tiempo real”, para

la cuantificacion de los transcritos BCR-ABL.

1. Respuesta hematoloégica

La respuesta hematoldgica completa se defini6 segun los criterios reflejados en la
tabla 3. Pacientes con respuesta hematologica parcial (RHP) son aquellos con al menos
una reduccion del 50% de la cifra de leucocitos (s6lo si los leucocitos eran menores de
20x10x9/L), pero con la presencia de granulocitos inmaduros en sangre periférica o
esplenomegalia. Una respuesta inferior que la parcial fue considerada como no-
respuesta. La respuesta hematoldgica se debe mantener al menos un mes para su

clasificacion.

2. Respuesta citogenética

El cariotipo se realizd6 en muestras de médula 6sea de acuerdo al procedimiento
establecido, cada tres o seis meses. Los cariotipos se interpretaron segun las
recomendaciones del [Internacional System for Human Cytogenetic Nomenclatura

(SANDBERG 1992).

El método utilizado fue el estandar, usando la técnica de banda, con variaciones y
adaptaciones a los distintos laboratorios (MORHEAD 1996) (SEABRIGHT 1971)
(FERROMT 1992). En la mayor parte de los casos se analizaron 20 metafases; aquellos

casos con menos de 15 metafases no se consideraron valorables.
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3. PCR cuantitativa “a tiempo real” (Q-PCR)

- Principios de la Q-PCR

Esta técnica permite obtener la concentracion inicial del ADN molde. El método
utilizado fue el sistema de deteccion 5 -nucleotidasa o prueba de Tag-man. En ésta se
marca uno de los oligonucledtidos cebadores con un compuesto fluorescente y una
molécula apagadora en cada extremo. Cuando los cebadores se unan a su secuencia
diana, la actividad 5'-exonucleasa de la polimerasa Taq, degrada y libera el compuesto
fluorescente del apagador. De esta manera, se genera una seial que aumenta de forma
proporcional al nimero de moléculas iniciales. El sistema de deteccion es capaz de
inducir y detectar la fluorescencia en tiempo real a medida que avanza el proceso de

PCR.

- Preparacion de las muestras

Se utilizaron muestras de médula 6sea obtenidas antes de iniciar el tratamiento y
posteriormente cada seis meses, segun el seguimiento habitual de estos pacientes.
También se emplearon muestras de sangre periférica (10 ml de sangre anticoagulada)
obtenidas de una via periférica por venopuncion estandar cada tres-seis meses. Las
cé¢lulas mononucleares (CMNs) se obtuvieron mediante centrifugacion con gradiente de

densidad utilizando un preparado comercial (LympropepTM, Nycomed).

- Extraccion de RNA

La obtencion de RNA se realiz6 a partir de leucocitos de muestras de médula 6sea
o sangre periférica, en menos de dos horas desde la extraccion, con Trizol (Invitrogen,
Karlsruhe, Alemania), segun el protocolo de los fabricantes. Posteriormente, para
asegurar la pureza de la extraccion del RNA de las muestras, €éstas se procesaron con

Rneasy Mini Kit (Quiagen, Crawley, West Sussex, UK). Alicuotas de RNA se
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utilizaron para la deteccion de BCR-ABL y el control ABL mRNA. Para la digestion
del DNA genomico se us6 RNase-Free DNase Set (Quiagen), segln el protocolo de los
fabricantes. La integridad del RNAs se determind mediante gel de azarosa tefiiddo con
bromuro de etidio. S6lo las muestras con RNAs 28s y 18s integro se consideraron
adecuadas para la realizaciéon de la Q-PCR. La concentracion de RNA se midié por

espectrofotometria (Gene Quant, Pharma- Biotech).

- Sintesis de cDNA

Para la transcripcion en DNA complementario a partir de RNA total (1
microgramo), se usaron 250 nanogramos de una hexanucle6tidos aleatorios (Random
Hexamers. Promega, Southampton, UK), 100 unidades de transcriptasa inversa
SuperScriopt II Rnasa, hasta un volumen final de 20 microlitros, segun las
recomendaciones del fabricante. La reaccion se incubd 10 minutos a 25 grados, seguido
de 30 minutos a 48 grados y por ultimo 5 minutos a 95 grados. Los controles negativos
se obtuvieron afiadiendo agua en lugar de transcriptasa inversa. Las muestras se

congelaron a -80 grados hasta su procesamiento para la Q-PCR.

- Q-RCP “a tiempo real” para la cuantificacion de los transcritos Ber-Abl

Se han empleado iniciadores y sondas de la PCR para amplificar y detectar las dos
variantes del BCR-ABL que dan lugar a la proteina p210 (b2a2 y b3a2), la proteina
p190 (ela2) y, como control interno de la reaccion, el gen ABL. Los iniciadores y las
sondas elegidos han sido los propuestos por Gabert et al (GABERT 1994) usando el
Primer Express software (Applied Biosystems) (tabla 21), que han demostrado gran
sensibilidad, alta eficiencia en la amplificacion (pendiente de la curva cercana a —3.32),
no presentar artefactos por amplificaciones inespecificas y un incremento de la

fluorescencia > 1.0 en el momento de alcanzar la “fase meseta” de la reaccion.

Para la determinacion de los transcritos que dan lugar a la proteina p210 se utilizd

ENF-501 como iniciador 3, que se localiza en el BCR-ex6n 13 (ex6n b2), y amplifica
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las dos variantes b2a2 y b3a2; ENR-561 como iniciador ABL del extremo 5’ y ENP-

451 como sonda, localizdndose ambos en el segundo exon del gen ABL.

Para identificar los transcritos para la proteina p190 se utilizd6 como iniciador 3’
ENF- 402, localizado en el ex6n Ber 1; el iniciador 5° y la sonda son los mismos que los
empleados para el M-BCR. Las sondas TagMan para M-BCR, m-BCR y control interno
ABL se localizan distales al iniciador 3’. Los iniciadores y las sondas fueron fabricados
por Ipsogen (Marsella, Francia). La amplificacion del control interno, el gen ABL,
permitidé la normalizacion de las variaciones en la eficiencia de transcriptasa inversa y

de la PCR y la verificacion de la integridad del RNA.

La amplificacion Q-PCR a tiempo real se realizod en placas de 96 pocillos con una
cubierta optica (Applied Biosystems) con un volumen final de reaccion de 30ul. La
mezcla para la reaccion contenia 5 pul de cDNA, 12.5 ul de Master Mix (Applied
Biosystems) y una concentracién de los iniciadores de 300 nM y de las sondas de
200nM. Todo ello se precalentaba 2 minutos a 50°C y 10 minutos a 95°C, seguido de 50
ciclos bifasicos de 15 segundos a 95°C para desnaturalizar y 1 minuto a 60°C para
conseguir la alineacion y amplificacion. En cada placa se incluian las curvas estandar
para p210 o pl90 y Abl, control negativo y las muestras de cada paciente por

triplicado.

Para las curvas estandar se emplearon SuL de muestras con distinto nimero de
copias de los plasmidos correspondientes (10, 10%, 10°, 10°, 10° copias para M-BCR y
m-BCR y 10°, 10*, 10° copias en el caso del ABL) (Ipsogen). Las curvas estindar se
consideraron validas si el coeficiente de correlacion era mayor de 0.990 con una

pendiente de —3.1 a -3.5 (figura 14).
Para aceptar los resultados de amplificacion como validos, la curva obtenida debe

situarse dentro del rango de las curvas estandar de los plasmidos, considerado de forma

lineal.
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Tabla 21: Iniciadores y sondas para la Q-PCR cuantitativa. Abreviaturas: EAC:
European Against Cancer, ENF: iniciadores del extremo 3°, ENP: sonda TagMan, ENR:
iniciador del extremo 5’
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Fluorescencia

0 21 40 Ne de Ciclos

Figura 14: Grdfica de fluorescencia de los plasmidos para el control ABL, con
distinto numero de copias (103, 104, 105 n° de copias); para cada concentracion de
plasmidos se realiza el estudio por duplicado

- Cuantificacion de los transcritos BCR-ABL

Durante la PCR, la fluorescencia emitida fue monitorizada ciclo a ciclo para medir
la acumulacion de la emision del fluorocromo 6-FAM. Usando el paquete informatico
Sequence Detector System (SDS) del ABI 7700, se hizo el calculo del ciclo umbral (Cr)
para cada muestra, el cual se define como el nimero de ciclo donde la sefial de
fluorescencia supera un umbral definido estadisticamente, que es directamente
proporcional al nimero inicial de copias. El Ct de las curvas estdndar se puede ajustar
para adecuar la relacion entre el Cry cantidad de transcritos al comienzo del proceso, de
manera que el coeficiente de correlacion entre la curva que enfrenta Cr con el log del

nuamero de transcritos sea de 1.

Usando el mismo software SDS, y basandose en el Cr, como recomiendan los
fabricantes, la medida observada para el transcrito fusion BCR-ABL (Bcr-Ablg,s) de la
muestra en estudio se compara con la curva estdndar de los plasmidos BCR-ABL
correspondiente, para asi obtener el numero de transcritos. De la misma forma se
calculaba el nimero de transcritos para el control interno ABLI (Ablys) extrapolando el
dato a las curvas estandar de los plasmidos ABL. Para obtener un valor normalizado del

numero de transcritos para la muestra estudiada se aplica la formula BcCR-ABL,orm =
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BCR-ABLIps x 1/ ABLgps. La razon para esta normalizacion es evitar el sesgo por la

diferencia en la eficiencia de la PCR en cada muestra.

Para considerar un valor positivo, el control negativo no debe amplificar y para
considerar un valor negativo, el control negativo no debe amplificar y el gen control
interno si y las curvas patron con los plasmidos deben ser adecuadas. Cuando el control
interno o las curvas estdndar no amplifican adecuadamente, los resultados no se valoran

y el estudio se repite.

- Reproductibilidad

Se realizaron controles internos de reproducibilidad de la técnica y externos con la
colaboracion del departamento de biologia molecular del Centro Nacional de
Investigaciones Oncologicas (Dra Villuendas) para asegurarnos la representatividad de

los resultados.

En la actualidad nuestro equipo de investigadores participa en un programa para la

estandarizacion en centros espafioles de la técnica de RT-PCR.
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V. METODO DE ANALISIS DE LA FOSFORILACION DE
PROTEINAS IMPLICADAS EN LA CASCADA DE
SENALES QUE INICIA BCR-ABL

Para realizar el estudio en muestras in vivo se determinaron los niveles de
fosforilacion en sangre periférica de pacientes al diagndstico (previo a cualquier tipo de
tratamiento) y después de 7, 15 y 30 dias tras el inicio de Imatinib a dosis de 400

mg/dia.

Se defini6 tentativamente como “respuesta” el descenso significativo de los
niveles de fosfoproteinas con respecto al diagndstico y como “resistencia”, la

persistencia de niveles elevados de fosfoproteinas.

Los analisis “fosfo-especificos” se basan en la premisa de que, midiendo el estado
de la fosforilacion, se puede determinar qué vias de sefales se usan en respuesta a un
determinado estimulo. En nuestro caso hemos comparado valores de CRKL, p38, Stat
5 y ERK en 2 momentos evolutivos: al diagnostico y 2-3 6 4 semanas post-inicio del

tratamiento.

El objetivo es detectar de manera precoz pacientes “respondedores” a IM
(descenso de los niveles de fosfoproteinas con respecto al diagndstico) y “no
respondedores / no sensibles” (mantenimiento de niveles elevados/hiperfosforilacion)
para apoyar la decision de un incremento de dosis o la de buscar tratamientos
alternativos. Asi mismo se pretende correlatar dichos niveles de fosforilacion con la

respuesta genética y molecular del paciente.

Como parte de la optimizacion de la técnica, también se estan realizando estudios
“in vitro” con lineas celulares y otras situaciones clinicas distintas de la LMC en fase

cronica, con concentraciones variables entre-1-20uM durante 2 horas.
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VI. ANALISIS ESTADISTICO

1. Analisis descriptivo:

Para las variables cuantitativas se calcularon medianas y rangos, medias y

desviaciones estandar. Para las cualitativas, porcentajes y proporciones.

2. Analisis de supervivencia y cinética de la respuesta
citogenética:

El anélisis de supervivencia global fue calculado con el método de Kaplan-Meir
desde el inicio de tratamiento con IM hasta la fecha de la muerte o el ultimo

segumiento, con 95% de intervalo de confianza (KAPLAN 1958).

El anélisis se hizo en bruto y estratificado por otras variables. Se han considerado
las siguientes variables cualitativas: indicaciéon del tratamiento con IM, respuesta
citogenética a los 12 meses y respuesta citogenética a los 18 meses. Las curvas

obtenidas por el método Kaplan.Meier se compararon mediante la prueba de Log Rank.

El anélisis se realiza con el programa SPSS version 13.0 para Windows (SPSS

Inc. Chicago, IL).

3. Gestion de datos:

La gestion de los datos recogidos durante el estudio asi como el manejo de las
historias clinicas y muestras clinicas cumplen en todo momento con las exigencias de la

Ley Organica de Proteccion de Datos (LOPD).
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I. DESCRIPCION DE LA MUESTRA ESTUDIADA

Se han estudiado un total de 86 pacientes diagnosticados de LMC en primera fase
cronica (FC) que han recibido tratamiento con Imatinib (IM). De ellos, 10 pacientes
recibieron tratamiento con inhibidores de segunda generacion (Nilotinib o Dasatinib),
tras haber recibido previamente tratamiento con IM y 1 paciente recibi6 tratamiento con

inhibidores de segunda generacion (Nilotinib), en primera linea de tratamiento.

De los 86 pacientes, 46 habian recibido otras terapias previamente y en los 40
restantes, el IM fue el tratamiento de primera linea. El tiempo medio de seguimiento de

los pacientes ha sido de 46 meses de mediana (rango 6-89 meses).

La mediana de edad al inicio del tratamiento fue de 55 afios (rango 16-82 afios),
siendo el intervalo medio entre el diagnostico y el comienzo de éste de 12 meses (rango

1- 121 meses).

Se clasificaron a los pacientes en grupos prondstico, segun criterios de Sokal y
Hasford, basados en datos clinicos y analiticos en el momento del diagndstico. Los
grupos de riesgo en los que se clasificaron fueron medio, intermedio o alto. Segun los
criterios de Sokal, 34 pacientes fueron clasificados de bajo riesgo, 38 de riesgo
intermedio y 8 de alto riesgo. Segun criterios de Hasford, 31 pacientes fueron

clasificados de bajo riesgo, 24 de riesgo intermedio y 15 de riesgo alto (tablas 22 y 23).

Otros datos obtenidos en el momento del diagnéstico fueron: el tamafo del bazo,
medido en centimetros desde el reborde costal y nimero de plaquetas x10°/L,
hemoglobina gr/dl, porcentajes de blastos, eosindfilos y basofilos, medidos en sangre

periférica (tabla 24).
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Tabla 22: Clasificacion de los pacientes segun indices de Sokal

Tabla23: Clasificacion de los pacientes segun indices de Hasford
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Tabla 24: Caracteristicas clinicas y analiticas de la cohorte de pacientes al
diagndéstico
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Il. TRATAMIENTO CON IMATINIB

La mediana de seguimiento con inhibidores de la tirosincinasa (de primera y
segunda generacion) fue de 46 meses (rango de 6-92 meses). La mediana de

seguimiento con Imatinib fue de 43 meses (rango 6-83 meses).

La dosis con la que se inicid tratamiento, salvo en dos pacientes, fue de 400 mg
diarios. En una paciente se inici6 a dosis de 600 mg/d debido al largo periodo de tiempo
transcurrido entre diagndstico e inicio de tratamiento, por diagnosticarse la enfermedad
en transcurso de gestacion. En otro paciente, la dosis inicial de IM fue de 800
mg/diarios ya que participd en un ensayo clinico en el que se evalud la eficacia del IM

400 mg/d vs 800 mg/d, en pacientes de nuevo diagndstico.

En general, el tratamiento con IM fue bien tolerado. Se observo toxicidad no
hematologica leve, grados I-II, en 5 casos, la mayoria de ellos consistente en
toxicodermia leve y retencién de liquidos. Unicamente se observo toxicidad no
hematolégica grado III-IV, que obligd a reduccion de la dosis y, finalmente a la
suspension del farmaco, en 3 pacientes; los dos restantes se tratan en la actualidad con

un inhibidor de segunda generacion de tirosincinasa (Dasatinib).

Los efectos secundarios debido a toxicidad hematologica fueron los mas
frecuentes, observandose en un total de 19 pacientes. Cuatro de ellos sufrieron
citopenias severas grado III-IV y en tres, esta circunstancia forz6 la suspension
definitiva del fArmaco, tras no objetivarse respuestas con dosis menores a 200 mg/d. En
15 pacientes se observaron citopenias que se resolvieron en un primer momento con
suspensiones transitorias del farmaco y reducciones de la dosis. En un total de 10
pacientes se mantuvo el tratamiento a dosis inferiores de 400 mgr por no tolerar dosis
habituales por citopenias. De éstos, 8 pacientes eran mayores de 70 afios, 3 de ellos
obtuvieron RCC y RMM a los 18 meses, 4 obtuvieron RMM tardia que mantienen en
ultimo control y 2 permanecen en RCC sin alcanzar RMM. El paciente restante se

mantiene en RHC sin haber alcanzado RCC.
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Es interesante resenar aqui que, una vez concluida la fase en la que los pacientes
recibian el farmaco mediante ensayos clinicos, con sus correspondientes requisitos,
nuestra experiencia con el tratamiento, unida a la aplicacion de G-CSF y de
eritropoyetina en las citopenias, ha reducido drasticamente los casos en que la

mielosupresion supuso la reduccion o interrupcion de la terapia.

En 18 pacientes fue necesario el incremento de la dosis de IM debido a respuesta
insuficiente. Las indicaciones de subida de dosis y la respuesta a ésta fueron variadas y

se comentan en el apartado IV.

La sustitucion de IM por otros inhibidores de la tirosincinasa (Dasatinib o
Nilotinib), se realizé en 10 casos que asimismo, van a ser comentados en el apartado 111

con mas detalle.

En 15 pacientes se suspendid de manera definitiva la terapia con IM. En 10 por

progresion de la enfermedad y en 5 por intolerancia al farmaco.

Tres pacientes suspendieron voluntariamente el tratamiento con IM cuando se
encontraban en respuestas Optimas. En el primer caso se suspendid la terapia tras 24
meses de tratamiento encontrandose en RMM; transcurridos 3 afios se diagnostico al
paciente de crisis blastica por lo que recibié tratamiento con quimioterapia. En el
segundo caso el paciente abandono IM tras 1 mes de tratamiento encontrandose en
RHC; después de 4 meses se le diagnostico de segunda fase cronica. En el tercer caso,
la paciente se encontraba en RMM abandonando transitoriamente el tratamiento por
embarazo deseado en dos ocasiones, en las que se aprecid pérdida de ésta, con aumento

progresivo de la enfermedad minima residual.
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ll. DOSIFICACION DE INHIBIDORES DE LA
TIROSINCINASA DE SEGUNDA GENERACION

1. Dasatinib

En 9 pacientes se inicid tratamiento con Dasatinib. En 6 de ellos tras objetivarse
fallo con IM, en uno por respuesta suboptima y en 2 por intolerancia a éste

(toxicodermia).

La dosis recibida vario, dado que 7 de estos pacientes recibieron Dasatinib antes
de su comercializacion al entrar en 2 ensayos clinicos en los que uno de los objetivos
era encontrar la dosis optima del farmaco. Las dosis recibidas fuero de 100 mg/d en una
unica administracion en 4 pacientes, 50mg/12h en 2 de ellos y 70mg/12 h en los 3
restantes. Los efectos secundarios mds frecuentes, al igual que con el tratamiento con
IM, se debieron a la toxicidad hematoldgica, que en alglin caso obligd a bajar la dosis e
incluso a la suspension transitoria del farmaco. El efecto secundario mas frecuente por

toxicidad no hematologica fue el derrame pleural,

La respuesta al tratamiento en estos pacientes fue variable y se comenta en

apartado 4.

2. Nilotinib

Se inici6 tratamiento con Nilotinib en 2 pacientes. En uno tras objetivarse fallo del
tratamiento con IM, al comprobarse la pérdida de respuesta citogenética. En otro
paciente se inicid tratamiento con Nilotinib en primera linea tras incluirse en un ensayo
clinico en el que se comparaba respuestas con Imatinib 400mg/d vs Nilotinib 600mg/d,
Nilotinib 800 mg/d, en pacientes diagnosticados de LMC Ph (+) en primera linea de

tratamiento.

Este farmaco, en nuestra corta experiencia, ha mostrado una buena tolerancia. No

hubo toxicidad hematologica y de la toxicidad no hematoldgica, el tinico efecto adverso
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acontecido fue el aumento de amilasa y lipasa sin repercusion clinica, que cedio tras

bajada de dosis.

Las respuestas al fArmaco no son valorables debido a que un paciente presentod
progresion de la enfermedad tras objetivarse la mutacion T315i y en el otro, en el
momento del andlisis de datos, sélo tenemos seguimiento tras un mes del inicio del

farmaco, aunque se ha objetivado ya RHC.
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IV. RESPUESTAS A IMATINIB (IM)

1. Respuestas Hematolégicas

La administracion de IM condujo a un rapido descenso de la cifra de leucocitos y a
la normalizacion de la formula leucocitaria en todos los pacientes, con un intervalo

inferior a un mes.

El tiempo hasta la obtenciéon de RHC fue independiente de la dosis de IM, asi

como del grupo de riesgo del paciente.

2. Respuestas Citogenéticas

El andlisis citogenético, mediante aspirado de médula osea, se realizo cada tres-
seis meses. Para ser valorables los resultados, fue imprescindible el andlisis de al menos
20 metafases; dicho niumero de metafases no se obtuvieron en todos los casos debido a
la hipocelularidad de la médula dsea, probablemente consecuencia del tratamiento con

IM.

En la tabla 25 se resume el nimero de RCC a los 6, 12 y 18 meses de tratamiento,
el nimero de pacientes que hicieron respuestas tardias (por encima de los 18 meses), asi
como aquellos que no obtuvieron RCC en ningin momento del seguimiento del

tratamiento con [M.

Se ha analizado el porcentaje de respuestas citogenéticas en funcion del momento
del inicio de IM, encontrandose un porcentaje de respuestas completas,
significativamente mayor, en los pacientes en los que se inicié IM en primera linea

frente aquellos que lo recibieron en segunda o mas lineas de tratamiento (tabla 26).
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Tiempo para RCC en N %
meses

RCC 6 meses 32 40

RCC 12 meses 17 21.5

RCC 18 meses 5 6.3

RCC tardia(>18 4 5
meses)

No alcanzan RCC 21 26

Tabla 25: Tiempo en meses para la obtencion de RCC

RCC (%) No RCC (%)
Primera linea 91 9
Segunda o mas linea 52 48

Tabla 26: Porcentaje de RCC obtenidas en algiun momento de la evolucion en
funcion del momento de inicio de IM.
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- Correlacion entre los grupos de riesgo y las respuestas

citogenéticas a los 12 y 18 meses de tratamiento: se¢ aprecia una tendencia

lineal de menor indice de RCC en concordancia con el indice prondstico, aunque no se

ha encontrado significacion estadistica (p=,065 para RCC a los 12 meses y p=,107 para

RCC alos 18 meses) (tablas 27 y 28).

Indice de riesgo RCC (n) No RCC (%) No
segun Sokal RCC(n) RCC(%)

Bajo 26 8 76 23

Medio 20 15 57 42

Alto 4 4 50 50

Tabla 27: Probabilidad de obtencion de respuestas citogenéticas a los 12
meses en funcioén del indice de Sokal. (p=,067)

Indice de riesgo RCC (n) No RCC (%) No
segin Sokal RCC(n) RCC(%)

Bajo 24 7 77 22

Medio 22 12 64 35

Alto 4 4 50 50

Tabla 28: Probabilidad de obtencion de respuestas citogenéticas a los 18
meses en funcién de Indice de Sokal. (p=0,107)
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De igual manera, se ha realizado estudio estadistico univariable de los datos
clinicos y analiticos observados al diagndstico y la probabilidad de obtener RCC a los

12 y 18 meses en funcion de éstos.

Se ha observado una importante asociacion entre el aumento del tamafio del bazo
y la probabilidad de alcanzar RCC a los 18 meses que, aunque sin alcanzar significacion

estadistica, si se acerca bastante a ella (p=,097) (tabla 29).

Se estudid la asociacion entre el nimero de leucocitos al diagnostico, el nlimero
de plaquetas al diagndstico y la probabilidad de alcanzar RCC a los 18 meses, sin que

haya sido posible establecer una relacion (tabla 29).

RESPUESTA CITOGENETICA A
N Media Sig
LOS 18 meses
Leucocitos RCC
9 44 3651.165 .169
x10°/L
NO RCC 21 141.5714
Plaquetas RCC
9 46 522.3913 .651
x10°/L
NO RCC 22 591.7273
Bazo cm RCC
desde reborde 44 4.432 .097
costal.
NO RCC 23 8.304

Tabla 29: .Media y significacion estadistica de leucocitos, plaquetas y tamario del

bazo al diagnostico en funcion de haber alcanzado RCC a los 18 meses
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3. Respuestas Moleculares

Se ha realizado seguimiento seriado de la respuesta molecular mediante la
medicidon de transcritos de BRC-ABL en sangre periférica. Dicho seguimiento se ha
realizado a partir del momento del diagndstico y con una frecuencia de 3 meses desde
que estuvo disponible la técnica en nuestro centro (Marzo 2003). En los pacientes en los
que fue posible la monitorizacion de la respuesta molecular, se obtuvo una RMM en el

mes 18 en el 57,2%, ésta se alcanzd de forma tardia en un 16,6% y no se alcanzd en el

26,2% de los pacientes (tabla 30).

Momento que se alcanza N %
RMM

18 meses 24 57,2

Tardia 7 16,6

No alcanza 11 26,2

Tabla 30: Momento en el que los pacientes alcanzan RMM.

Entre los pacientes que obtuvieron RMM a los 18 meses, el 92% la mantenian en

el ultimo control disponible. El resto habian perdido la RMM pero continuaban con

RCC.

Hemos estudiado el estado de la respuesta molecular de los pacientes en el ultimo
control disponible. De los 77 pacientes en los que disponemos de un Ultimo control

molecular, 44 de ellos se encontraban en RMM y 33 no alcanzaban esta RMM.
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- Correlacién entre los grupos de riesgo y el estado de la ultima
respuesta molecular disponible: Se ha analizado la relacion entre el altimo control
de RMM vy grupos de riesgo segun criterios de Sokal, encontrando una tendencia lineal
en la que, a un indice de Sokal mas bajo, hay una mayor probabilidad de obtener RMM
y, aunque no se alcanza significacion estadistica, si se queda muy cerca de ella

(p=0,065) (tabla 31).

Indice de riesgo RMM(n) No RMM (%) No
segln Sokal RMM(n) RMM(%)

Bajo 23 9 72 28

Medio 16 15 51 48

Alto 3 4 43 57

Tabla 31: Estado de la ultima respuesta molecular en funcion de niveles de riesgo
establecidos por indice de Sokal. (p=,065)

De esta forma observamos que, al pasar de indices de Sokal bajo a intermedio, se
duplica la probabilidad de no encontrarse en RMM en el Gltimo control, mientras que, al
pasar de indice de Sokal bajo a alto, se cuadriplica la probabilidad de no encontrarse en

RMM.
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4. Tipo de respuesta segun criterios de respuesta al
tratamiento establecidos por el comité internacional de
expertos LEUKEMIA NET..

El tipo de respuestas alcanzado segln criterios d¢ LEUKEMIA NET alos 12y 18
meses, en nuestra poblacion estudiada, ha sido variable y se muestran en las tablas 32 y

33.

N %
Respuesta optima 52 63
Respuesta sub-optima 10 12
Fallo del tratamiento 25 25

Tabla 32: Respuestas segun criterios de LEUKEMIA NET alcanzadas a los 12 meses

N %
Respuesta optima 24 38
Respuesta sub-optima 15 24
Fallo del tratamiento 23 36

Tabla 33: Respuestas segun criterios de LEUMIA NET alcanzadas a los 12 meses.

- Correlacion entre los grupos de riesgo y tipo de respuesta segun
criterios LEUKEMIA NET: En nuestra cohorte estudiada se aprecia correlacion con
significacion estadistica entre los grupos prondstico al diagnostico, segiin criterios de
Sokal, y el tipo de respuesta obtenida segun criterios de LEUKEMIA NET a los 12
meses (p=,007) (tabla 34), asi como importante relacion lineal entre indices de Sokal y
tipo de respuestas segun criterios de LEUKEMIA NET a los 18 meses (p=,065) (tabla
35).
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Respuesta Respuesta Fallo

optima suboptima

n % n % n %
Riesgo 26 76 7 21 1 3
bajo
Riesgo 21 63 2 6 10 34
intermedio
Riesgo 4 50 0 0 4 50
alto

Tabla 34: Tipos de respuesta a los 12 meses en funcién de grupos
pronéstico segun indices de Sokal. (p=,007)

Respuesta Respuesta Fallo

optima suboptima

n % n % n %
Riesgo 12 52 8 35 13 33
bajo
Riesgo 9 36 6 24 10 40
intermedio
Riesgo 3 38 1 12 4 50
alto

Tabla 35: Tipos de respuesta a los 18 meses en funcion de grupos
pronéstico segun indices de Sokal.(p=,065)
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5. Respuestas sub-optimas y fallo de tratamiento.

5.1 Respuestas sub-6ptimas

De las 15 respuestas sub-Optimas a los 18 meses, 6 pacientes acabaron haciendo
RMM tardia en algin momento de la evolucion. El resto permaneci6 sin alcanzar la

RMM e incluso en 2 casos se objetivo pérdida de la RCC.

5.2 Pérdidas de respuestas moleculares

Teniendo en cuenta toda la cohorte, los controles moleculares trimestrales han
detectado incrementos en los niveles de transcritos BCR-ABL, en pacientes que se
encontraban en RMM, en 11 de ellos en distintos momentos evolutivos. Entre éstos, 7
casos se encontraban en respuesta Optima a los 18 meses segin criterios de
LEUKEMIA NET, de ellos, 2 pacientes no volvieron a alcanzar RMM y el resto han
permanecido con oscilaciones entre pérdida y RMM. Los otros 4 pacientes obtuvieron
respuesta Optima tardia (>18 meses) y de éstos, 2 no se encontraban en RMM en el
ultimo control y los otros 2 restantes oscilaron en el tiempo entre RMM y pérdida de

ésta.

5.3 Aumento de dosis de Imatinib

Se procedi6 a subir la dosis de IM en 18 pacientes. De éstos, en 2 se realizod por
respuesta sub-Optima al tratamiento, alcanzando RMM en uno de ellos. En los 16
pacientes restantes se realiz6 la subida de la dosis por fallo al tratamiento, de ellos 3
alcanzaron RMM, otros 3 alcanzaron RCC pero no RMM vy en los demds pacientes no

se alcanzd mejoria de la respuesta a pesar del aumento de dosis.
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5.4 Fallo del tratamiento

En nuestra serie se han descrito un total de 24 pacientes con fallo del tratamiento,
en dos de ellos se describi6 por pérdida de respuesta citogenética cuando a los 18 meses
habian alcanzado RCC. En éstos, la actitud terapéutica ha sido bien distinta. Se procedio
a cambio de farmaco por inhibidores de la tirosincinasa de segunda generacion en 8
pacientes (7 Dasatinib y 1 Nilotinib), siendo las respuestas diferentes y seran
comentadas mas adelante en el apartado V. En 4 pacientes se procedi6 a realizar
trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos por no estar disponible
tratamiento con inhibidores de segunda generacion. En el resto de los pacientes, bien se

observoé progresion de la enfermedad o perdimos su seguimiento.
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V. RESPUESTAS A INHIBIDORES DE SEGUNDA
GENERACION

1. Dasatinib

Se han estudiado 9 pacientes tratados con Dasatinib. Las respuestas al tratamiento

han variado en funcidn de la indicaciéon del mismo:

- Los 2 pacientes que fueron tratados con Dasatinib por intolerancia a IM se

encuentran en la actualidad en RMM.

- En el paciente que se inicid por respuesta subOptima se ha objetivado
disminuciéon de mas de un logaritmo en la respuesta molecular tras 3 meses de

tratamiento, aunque ain es pronto para realizar valoraciones sobre la respuesta.

- De los pacientes que iniciaron tratamiento con Dasatinib por fallo a IM, un 50%
alcanz6 RCC, 1 paciente alcanzé respuesta citogenética parcial, 1 paciente no alcanzé
ningun tipo de RC, aunque no se evidenci6 progresion de la enfermedad y en 1 paciente

se objetivo progresion de la enfermedad y fallecid.
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VI. SUPERVIVENCIA

La supervivencia global de la serie fue del 82 % a los 4 afios (error tipico ,061); la
mediana de seguimiento todavia no ha sido alcanzada. El primer evento sucede a los 16

meses (figura 15).

Se ha analizado la supervivencia en funcion del momento de la evolucién de la
enfermedad en el que se inicid IM, encontrando asi diferencias significativas. Para el
grupo en que el IM se inici6 en segunda o mas lineas de tratamiento, la supervivencia
global a los 41 meses fue del 71% (error tipico ,13), frente a una supervivencia del 93%
a los 39 meses (error tipico ,043) para aquellos pacientes en los que se inici6 la terapia
con IM en primera linea de tratamiento. En ninguno de los casos se ha alcanzado la

mediana de seguimiento (figura 16).

Supervivencia
acumulada

Funcién de
1.0 supervivencia

—|— Censurado

0.8

0.6

0.4+

0.2

0.0

[ I I I
0.00 40.00 60.00

Meses de sequimiento

Figura 15: Supervivencia global acumulada de la serie.
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Sunervivencia aciimiilada

1,0
_[] Primeralinea

Segunda o mas lineas

0,6—

0,2—

0,0

I I I I I I
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00

Meses de seguimiento

Figura 16: Supervivencia acumulada en funcion de linea de tratamiento

- Andlisis de supervivencia en funciéon de indices de Sokal: Se ha
analizado la supervivencia en funcion de las respuestas citogenéticas alcanzadas,
encontrando diferencias en funcion del tipo de respuestas obtenidas, siendo en ambos

casos estadisticamente significativas (figuras 17 y 18)

162



RESULTADOS

10— RSPUESTA
’ CITOGENETICA A
LOS 12 meses
_rRCC

Sup 0.6 __1NORCC
ervi
ven
cia

0.6
acu
mul
ada 0.4

0.2

0.0

[ I
0.00 20.00

| I
40.0& 60,00 80.00 100.00
Meses de seguimiento

Figura 17: Supervivencia global en funcion de respuestas citogenéticas alcanzadas a
los 12 meses. (p=,009)
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Figura 18: Supervivencia global en funcion de respuesta citogenéticas alcanzadas.
(p=,000)
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VII. ANALISIS DE SENSIBILIDAD POR FOSFORILACION
PROTEICA

1. Prediccion de respuesta molecular y citogenética mediante
analisis de los niveles de fosfotirosina y stat5-P:

Se ha desarrollado un test por citometria de flujo para medir la respuesta de las
células al tratamiento con IM tanto en ensayos in vitro como in vivo.

Con el objetivo de diferenciar de manera precoz a los pacientes respondedores a
IM de los que desarrollaran resistencia, se han estudiado los valores en sangre periférica
de tres fosfoproteinas, cuya activacion persistente contribuye a la progresion maligna de

la leucemia mieloide cronica: p38, Stat 5 y ERK.

Previo a la aplicacion de la técnica in vivo utilizando células de pacientes, se
realiz6 el mismo estudio en 3 lineas celulares de leucemia mieloide conica sensible a IM
(K562, kcl22 y em2) y 1 linea celular de leucemia mieloide cronica resistente a IM
(SD1) Se observo una inhibicion entre un 45 y un 70% en las lineas celulares sensibles,

mientras que la linea resistente no redujo su expresion.

IC50 Stat 5-P P-tyr
K562 0.29 uM Reduccion del 45% | Reduccion del 64%
KCL22 0.41 uM Reduccion del 70% | Reduccion del 60%
Em2 Reduccion del 63% | Reduccion del 30%
SD1 31.57 uM Aumenta 150% Reduccion del 45%

Tabla 36: Estudios de fosforilacion proteica in vitro en 4 lineas

celulares.
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Se ha observado una inhibicidon entre un 45 y un 70% en las lineas celulares
K562, kcl22, EM2, mientras que la linea SD1 (linea celular resistente) no redujo su
expresion. La reduccion se ha visto con ambos marcadores (stat5-P y fosfotirosina)

De esta manera, y en lineas generales, se observa un descenso de los niveles de
fosfoproteinas en los pacientes que muestran respuesta citogenética y molecular a IM a
los 12 y 18 meses de tratamiento respectivamente. Sin embargo, se observa un minimo
descenso de dichos valores, o incluso un incremento de los mismos, en los pacientes
que resultan resistentes al IM.

Interesa sefialar aqui que la medicion de las fosfoproteinas por citometria de
flujo ofrece varias ventajas con respecto a las técnicas de Western blot. Su rapidez y
sensibilidad permite su aplicacion rutinaria en la préctica clinica. Esta técnica podria
utilizarse ademas para detectar otras tirosincinasas activadas en otras patologias como

por ejemplo c-kit y Flt-3 en leucemia mieloide aguda.

2. Resultados analisis fosfoproteico

Estudio previo en 50 determinaciones, en los pacientes, aparte de los analisis “in
vitro”: observamos una clara reduccion de los marcadores stat5-p y p-tyr en lineas
celulares, LLA y fases aceleradas de LMC (tabla 37)

En los casos de LMC en fase cronica se observa una leve reduccion, menor que la que
se observa en donantes sanos aunque en los casos resistentes no se observa reduccion.
Un aumento de la casuistica analizada tendria que permitir la obtencion de un resultado
mas preciso. El proposito ha sido determinar perfiles de expresion génica que puedan
estar involucrados en la resistencia a los inhibidores a las tirosincinasas BCR-ABL
(resistencia a la terapia diagnosticada mediante los criterios de RT-PCR 'y

citogenéticos).
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statb5-p
7
6 i
5 - _
O pre
4 m post (1uM)
3 | ] O post (5uM)
O post (10uM)
2 i
) Hmﬁ
0 - ;

LMC FC LMC, LMC FC, LMC LLA( Dx) LMC FA PV Donante
Dx (7pts) FC, DX preBMS mutBCR- sano
MO ABL (3pts)

Tabla 37: Tratamiento in vitro con imatinib: Resultados de expresion de p-
stat5 detectado por citometria de flujo, en distintas patologias.

3. Resultados en pacientes tratados con Imatinib, LMC/FC:

Hemos comparado valores de las fosfoproteinas CRKL, p38, Stat 5 y ERK en un total
de 22 pacientes, en al menos 2 momentos evolutivos: al diagnostico y 2-3 6 4 semanas
post-inicio del tratamiento.

Los resultados deben considerarse provisionales, ya que por un lado el nimero de casos
es pequefio para este tipo de valoracion, y por otra, debe cotejarse la diferencia entre las
positividades de cada poblacion celular para las fosfoproteinas correspondientes con la
evolucion a medio plazo de cada paciente.

Es interesante que en 3/6 pacientes valorados para CRKL con peor evolucion que los
otros 3 se aprecian diferencias que pudieran tener significado prondstico en
comparacion con los otros 3 paciente. Pese a ser una muestra tan exigua, el hecho de
que se trate de 3 vs 3 casos, con significado clinico coincidente, permite especular con
que un seguimiento mas prolongado de los pacientes estudiados aportard informacion
que permita discriminar grupos de mas/ menos sensibilidad a IM aplicando

concretamente los indices de fosforilacion de CRKL.
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P_TYR por citometria

o pre
m post (1uM)
O post(5uM)
O post (10uM)

LMC FC, Dx LMC FC, LMC FA LMC FC, PV, dx Donante
Dx, MO mut BCR- sano
ABL

Tabla 38: Tratamiento in vitro con Imatinib: Resultados de expresion de p-tyr
detectado por citometria de flujo.
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I. SOBRE LAS CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA:

La muestra analizada incluye 86 pacientes diagnosticados de LMC Ph (+) en
primera fase cronica, en seguimiento por nuestro centro, que han recibido tratamiento
con inhibidores de la tirosincinasas, de los cuales, todos menos uno, recibieron IM. De
estos 85 pacientes con IM, 10 recibieron inhibidores de tirosincinasa “de segunda
generacion” tras el tratamiento previo con IM y 1 paciente, inhibidor de tirosincinasas

de segunda generacion en primera linea de tratamiento.

Dada la incidencia de la enfermedad, (se estima en 1-2 casos por cada 100.000
habitantes/afo) y teniendo en cuenta que el area sanitaria de nuestro centro abarca a
500.000 habitantes, el tamafio de la muestra es bastante superior al que deberia
correspondernos. Este tamafio de muestra relativamente importante tratindose de un

unico centro se explica por tres factores fundamentales:

En primer lugar, 24 pacientes intolerantes o resistentes a IFN fueron derivados
desde otros centros al nuestro entre 2000-2002, tras ser designado como referencia para
el ensayo Novartis “expanded Access” con STI-571: lo que en aquel momento
representaba la unica forma de acceder al tratamiento con IM. Las consecuencias de esta
derivacion de pacientes seran tenidas en cuenta a lo largo de la discusion, pero ya
adelanto aqui que basicamente supusieron una mayor proporciéon de casos con un
tiempo de evolucién mas prolongado desde el diagnostico hasta el inicio de tratamiento

con IM, lo cual, como ya se ha comentado, confiere peor prondstico.

El segundo punto que ha hecho aumentar nuestra muestra ha sido disponer en
nuestro centro de la técnica de la PCR-cuantitativa para medicion de EMR (transcritos
BCR-ABL) en un momento en el que todavia no estaba disponible en muchos otros
centros, lo que hizo que algunos hospitales, tanto de la comunidad auténoma de Madrid
como de otras comunidades, nos enviaran periddicamente muestras para el seguimiento

de sus pacientes.
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El tercer factor que ha hecho aumentar la muestra y ha podido influir en el analisis
de nuestra cohorte ha sido la participacién de nuestro centro en los primeros ensayos
clinicos para tratamiento con otros inhibidores de tirosincinasas (llamados de segunda
generacion) de pacientes intolerantes o resistentes a IM; se derivaron por lo tanto a
nuestro centro pacientes que no habian respondido a IM, lo cual representa sin duda una

“seleccion negativa”, que altera la homogeneidad de la cohorte.

En conjunto, el hecho de haber analizado pacientes referidos de otros centros
introduce probablemente un sesgo en el analisis de la respuesta global, pero también ha
propiciado, mediante la inclusion de un numero proporcionalmente elevado de no
respondedores, la mejor identificaciéon de grupos de riesgo de malas respuestas al

tratamiento, principal objetivo de la tesis.

El tiempo medio de seguimiento de los pacientes ha sido de 46 meses de mediana
(rango 6-89 meses). Este tiempo de seguimiento es superior a la mayoria de las series
estudiadas y recogidas en la literatura y es debido a los ensayos abiertos en nuestro
centro que permitieron a los pacientes beneficiarse del tratamiento con IM antes de que

éste fuera comercializado .

La distribucion de nuestros pacientes por grupos de riesgo segin los indices
pronosticos de Sokal y Hasford se asemeja a la publicada por otros grupos tanto en la
era IM como en la post-IM, si bien es cierto que esta distribucion varia mucho de unos
grupos a otros. En comparacion con otras series, la nuestra presenta una distribucion de
los pacientes en funcion de grupos prondsticos de Sokal y Hasford similar a las grandes
muestras publicadas, en las que la incidencia de pacientes con indice de Sokal alto se
presenta muy cercana al 10%, que es el porcentaje encontrado por nosotros. La edad
media, la hemoglobina, el numero de plaquetas y el tamafio del bazo, en el momento
del diagnoéstico, son similares a las grandes series publicadas (KANTARJIAN 2006)
(PALANDRI 2008) (CERVANTES 2003) (HOCHHAUS 2008).
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Il. EL TRATAMIENTO DE LA LMC CON IMATINIB:
TOLERANCIA, DOSIS ADECUADA, INTERRUPCIONES.

La incorporacion del IM al tratamiento del la LMC Ph (+) ha cambiado de forma
dréstica la evolucion de la enfermedad. Desde su aparicion en 1999, este farmaco ha
demostrado que es capaz de bloquear la cadena de tirosincinasas sobre-activada por la
oncoproteina BCR-ABL, impidiendo el progreso de la leucemia en una gran mayoria de
los pacientes en fase cronica. Con estos resultados, se ha convertido en la opcion
terapéutica de primera linea en esta enfermedad (DRUKER 2001) (BACCARANI
2006).

1. Tolerancia

Tras 10 afios de experiencia en el uso de IM, la tolerabilidad del farmaco puede
calificarse como excelente (sobre todo contrastandola con las alternativas hasta el
momento). Han sido varios los efectos que se ha atribuido al uso de la droga, pero con
la experiencia acumulada en el uso de ésta, la mayoria pueden manejarse con relativa
facilidad (DEININGER 2003). El estudio IRIS (Estudio Internacional Randomizado
sobre Imatinib) ha constatado una incidencia acumulada de toxicidad no hematologica
de 17%, que fue en general relativamente tolerable. Este mismo estudio documento
interrupciones del fArmaco a causa de efectos secundarios en menos del 4%. En nuestra
serie hemos observado toxicidad no hematologica que obligd a la reduccion de la dosis
administrada y posteriormente a la suspension del farmaco en 3 pacientes y de éstos, en

dos fue debido a una eritrodermia grave y en uno a fallo cardiaco.

El resto de eventos catalogados como toxicidad no hematoldgica se debieron en su
mayoria a edemas parpebrales y en menor frecuencia a acumulacion de liquido en otras
zonas que, en general, se resolvieron sin problemas tras la administracion de tratamiento

diurético.
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La toxicidad hematologica ha sido ya descrita como el efecto secundario mas
frecuente encontrado en pacientes tratados con IM. Neutropenia, anemia y trombopenia
se han observado con una frecuencia del 16.7% en el estudio IRIS (DEININGER
2005). En nuestra serie hemos observado toxicidad hematologica en un total de 19
pacientes. De ellos 4 sufrieron citopenias severas grado III-IV que obligaron a
suspension definitiva del tratamiento tras reduccion de la dosis. En el resto de los
pacientes la toxicidad observada fue de grado I-II siendo en general bien tolerada, con
suspensiones transitorias del farmaco, reducciones de dosis y tratamiento de soporte. En
un total de 10 pacientes, a consecuencia de la toxicidad hematoldgica, se mantuvo el
tratamiento a dosis aceptadas hoy en dia como infraterapeuticas (<400mg/dia). La dosis
inicial de IM recomendada es de 400 mg/dia para pacientes en fase cronica (PENG
2004) y 600 mg /dia para aquellos en fase acelerada o blastica. Dosis menores de 400
mg se consideran sub-Optimas y en muy raras ocasiones deberian ser usadas

(DININGER 2003) (TANAKA 2008).

En la actualidad, el no poder mantener una dosis adecuada de tratamiento, se
considera factor pronostico adverso (LARSON 2008). Es por esto que hoy en dia, y
propiciada por la experiencia tras el paso del tiempo, la estrategia a seguir cuando nos
encontramos con citopenias secundarias al farmaco es bien distinta a la que
realizdbamos en los primeros ensayos clinicos “expanded access” en los que nos
veiamos obligados a reducciones del fairmaco y suspensiones transitorias. La tendencia
actual es anticiparse a estos efectos secundarios mediante la administracién de
tratamientos complementarios con G-CSF y agentes eritropoyéticos, tras observar
reducciones en el numero total de neutréfilos, asi como de la hemoglobina
respectivamente (HEIM 2003) (MARIN 2003). Con estas intervenciones terapéuticas
hemos conseguido disminuir de forma significativa el nimero de efectos adversos
relacionados con la medicacion, asi como aumentar el nimero de pacientes que reciben

las dosis aceptadas como Optimas para el tratamiento de la enfermedad.

No obstante, lo cierto es que, a pesar de estas estrategias, en nuestra cohorte, en
10 pacientes (8,6%), nos hemos visto obligados a mantener dosis de IM inferiores a 400
mg/dia. De estos pacientes, 8 eran mayores de 70 afios y las respuestas obtenidas con

estas dosis fueron mas satisfactorias que las esperadas para ellas. Siete pacientes se
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encuentran en el ultimo control en RMM, y de ellos, en 4 casos se trataron de RMM

tardias.

Como se comenta con algin detalle en la introduccion, hoy en dia se estd
prestando un especial interés a los niveles plasmaticos de IM alcanzados, existiendo un
proyecto internacional de analisis de estos niveles plasmaticos del farmaco con el que
colabora nuestro centro, con el proposito de discernir entre los pacientes que, tras no
alcanzar respuestas Optimas con las dosis de inicio habituales, podrian beneficiarse con

su aumento (LARSON 2008).

El hecho de que la mayoria de nuestros pacientes en los que nos vimos obligados a
reducciones de la dosis fueran mayores de 70 afios y la mayoria de éstos, a pesar de ello,
se encuentran en RMM, nos hace pensar que, quizds para estos pacientes, una dosis
inferior a 400 mgr/dia podria llevar al efecto terapéutico deseado y permitir la
tolerancia del farmaco, dado que con ella se podrian alcanzar niveles plasmaticos
adecuados de IM en personas mayores de 70 afos. La razon de observar estos resultados
no puede ser explicada con los datos de los que disponemos y podria estar en relacion
con el hecho de que al aumentar la edad, la metabolizacion del fairmaco quizés esté
disminuida, aumentado asi la concentracion plasmatica, aunque estos hallazgos deberan
ser corroborados por analisis complementarios y en un nimero de pacientes que permita

la correlacion con estas diferencias evolutivas presumibles.

2. Suspension e interrupciones

Un tema que hoy dia atn se debate por algunos autores es la duracion del
tratamiento con IM vy la posibilidad de suspension en pacientes con RMC. Los estudios
in vitro sugieren que los farmacos inhibidores de la tirosincinasa son potentes
inhibidores de la produccion y diferenciacion de las células leucémicas presentes en
sangre periférica, pero menos de las que se encuentran en la médula Osea
(ANGSTREICH 2005) (MICHOR 2005) (COPLAND 2006). La experiencia publicada
en pacientes que han abandonado el tratamiento con IM difiere de unos grupos a otros y
no permite alin sacar conclusiones sobre este punto. No obstante si que conocemos que,

los pacientes que se podrian beneficiar de abandono del tratamiento, serian aquellos que
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han obtenido al menos RMM. La serie mas larga publicada es la de Rousselot ef al en la
que describen un total de 12 pacientes que abandonaron tratamiento con IM tras
encontrarse en RMC. De los 12 pacientes estudiados, 6 de ellos mostraron evidencia de
recaida a los 5 meses de interrumpir el tratamiento, aunque en los otros 6 se mantuvo
una RMM. (ROUSSELOT 2007). Asi, hoy en dia, no tenemos experiencia para afirmar
si es posible la suspension del firmaco en aquellos pacientes que han mantenido las
mejores respuestas. Actualmente y, gracias a la experiencia sobre pacientes que pierden
la respuesta, puede sefnalarse que la mayoria vuelven a alcanzarla tras la reintroduccion
del farmaco. En un estudio en marcha ( ROUSELOT 2007), se randomiza entre
voluntarios con el objetivo principal de identificar grupos de pacientes en los que podria

justificarse la suspension del tratamiento, con un estrecho seguimiento de la EMR.

En nuestra cohorte, en los tres Unicos casos que, por distintos motivos,
suspendieron el tratamiento, hemos constatado la progresion de la enfermedad tras
intervalos de tiempo, eso si, muy variables. A falta de datos seguros y de un tiempo de
seguimiento adecuado, no podemos considerar hoy en dia que el abandono del

tratamiento pueda ser una opcion recomendable para nuestros pacientes.

Mencién aparte merece el manejo de este tema en pacientes que suspenden IM
porque desean quedarse embarazadas. El mayor estudio publicado de mujeres que se
han quedado embarazadas durante el tratamiento con IM es el de Pye SM (PYE 2008):
El 50% de las pacientes estudiadas que mantuvieron tratamiento con IM llegaron a
gestacion sin complicaciones ¢ hijos sanos. El otro 50% sufrieron complicaciones que
fueron desde muertes fetales a importantes malformaciones. Este mismo grupo habia
publicado antes una serie de 10 pacientes que suspendieron la terapia con IM durante la
gestacion (AULT 2006), aunque solo una de ellas cuando se encontraba en RCC, e
incluso una no habia obtenido RHC. De estas pacientes, 6 presentaron empeoramiento
de la respuesta citogenética y en 5 de ellas se observo pérdida de la respuesta
hematologica. Una vez llevado a término el embarazo, se reintrodujo el IM, alcanzando
9 de las pacientes la RHC y mejoria de las respuestas citogenéticas, aunque RCC a los
18 meses Unicamente se observaron en 3 pacientes, lo cual es bastante inferior a las

series ya comentadas.
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En nuestra serie, s6lo una paciente dese6 un embarazo programado y nuestra
actitud fue la de esperar a la obtencion de una RMM para la suspension transitoria del
medicamento, con una comprobacion frecuente de los niveles de EMR, observando la
pérdida de la respuesta molecular pero no de la hematoldgica, aunque el embarazo no

llego a término a causa de un aborto en el segundo mes.

Tras este primer intento, la terapia con IM fue reintroducida, obteniéndose de
nuevo respuesta molecular completa a los cuatro meses de tratamiento. Después de
completar seis meses de seguimiento, de acuerdo con la paciente se suspendi6 de nuevo
IM y ésta se encuentra en la actualidad en el 7° mes de un nuevo embarazo, sin
complicaciones, con pérdida de respuesta molecular, pero sin criterios citologicos ni

clinicos de progresion de la LMC.

3. La cuestion de la dosis inicial

El IM fue aprobado por la FDA como tratamiento de la LMC Ph (+) en 2002,
siendo la dosis inicial recomendada de 400 mg/dia. Con el fin de mejorar las respuestas
obtenidas por IM en primera linea de tratamiento sin aumentar demasiado los efectos
secundarios, han sido varios los intentos por distintas compaiias farmacéuticas por
introducir nuevos inhibidores de la tirosincinasa en primera linea de tratamiento, asi
como de aumentar la dosis de IM. Los ensayos clinicos més destacados han sido los que
comparaban IM a dosis de 800mg/dia (HUGHES 2003) (CORTES 2003) con Nilotinib
(CORTES 2007), Dasatinib, asi como Bosutinib (JABBOUR 2008), todos en primera

linea de tratamiento.

Nuestra experiencia con las nuevas indicaciones para tratamiento en primera linea
en LMC Ph (+) no es evaluable, sino como “case study”: Un paciente que se tratd
dentro del ensayo clinico que comparaba entre IM 800mg Vs Nilotinib, fue asignado a
la rama de IM 800mg, que tuvo que abandonar por eritrodermia. Este paciente no toler6
de igual manera la dosis de 400 mg de IM por lo que la toxicidad es dificilmente
atribuible a las dosis superiores de IM. En la actualidad se encuentra recibiendo
tratamiento con Dasatinib, sin eritrodermia pero con limitante derrame pleural. Otro

paciente entr6 en el ensayo clinico que comparaba Nilotinib 600 mg/dia, Nilotinib 800
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mg/dia y Imatinib 400 mg/dia, siendo asignado de forma aleatoria a la rama de Nilotinib
600 mg dia y presentd toxicidad no hematoldgica grado 111, consistente en elevacion de
amilasa y lipasa, que se normalizd tras la suspension de 24 horas del farmaco y éste

pudo ser reanudado a las dosis asignadas sin volver a experimentar dicha complicacion.

Aun es pronto para evaluar las respuestas al tratamiento. Aunque nuestra
experiencia con estos farmacos en primera linea de tratamiento es corta para sacar
conclusiones sobre eficacia, si que podemos concluir que, los efectos secundarios que
hemos observado con el uso de estas nuevas terapias, son los esperados tras las
descripciones realizadas en la literatura y en general, son manejables con un manejo

adecuado y anticipado.
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lll. SOBRE LA EFICACIA DEL TRATAMIENTO CON
IMATINIB DE LA LMC PH (+) EN FASE CRONICA.

1. Respuestas hematoldgicas

Seglin los criterios aceptados por el grupo LEUKEMIA NET, la evaluacion de la
respuesta a IM, a los 3 meses de tratamiento, se puede realizar unicamente mediante la
respuesta hematologica al tratamiento, de tal manera que todo lo que no sea alcanzar
RHC a los 3 meses se considera respuesta sub-Optima y el no alcanzar ningun grado de

RH se considera fallo del tratamiento.

Todos los pacientes que completaron los 3 primeros meses de la terapia con IM,
obtuvieron RHC dentro de ese plazo Estas cifras son algo superiores a las esperadas
segun el estudio IRIS, que observé RHC en un 97% de los pacientes (O'BRIEN 2003).
El hecho de no haber observado ninguna RH inferior a la completa a los 3 meses del
tratamiento se debe, en nuestra opinién, a un tamano muestral muy inferior al del

estudio IRIS, asi como la variabilidad entre nuestros pacientes y los de este estudio.

2. Respuestas citogenéticas

Las RC obtenidas en nuestra serie por intencion de tratamiento han variado en
funcion del tiempo. El nimero de RCC acumuladas ha sido del 40% a los 6 meses, del
61,5% a los 12 y del 67,8% tras 18 meses, observando hasta un 5% de respuestas
tardias; el 26% de nuestra serie nunca obtuvo RCC (tabla 25). Los resultados
obtenidos concuerdan con los de la literatura, donde estdn recogidos diferentes
porcentajes de RCC. En estas revisiones se aprecian importantes diferencias entre los
porcentajes de RCC en funcidon de la administracion de IM en primera linea o en
posteriores lineas de tratamiento. Asi, en estudios que incluian pacientes que habian
sido tratados con anterioridad con IFN, bien por intolerancia o por progresion, el
porcentaje de RCC a los 48 meses fue del 55% (KANTARJIAN 2002). En el estudio

IRIS, en el que se compararon pacientes tratados en primera linea con IM frente IFN
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mas citarabina, la obtencion RCC fue del 69% a los 12 meses, 76% a los 18 y un

total de 11 % mas alcanzaron RCC de forma tardia (DRUKER 2006).

Los resultados de nuestra serie constatan que los porcentajes de respuestas
citogenéticas completas varian en concordancia directa con las diferencias en los
tiempos previos al comienzo con IM, tal como estd reflejado en la literatura y son
peores en promedio cuando los tiempos son mas prolongados (pacientes en segunda
linea terapéutica). Para demostrar que, en nuestra serie, la obtencién de respuestas
citogenéticas, algo peores que las descritas por algunos grupos, se debe al importante
namero de pacientes que recibieron IM en segunda linea, nuestro grupo analiz6 las
respuestas citogenéticas en funcion de la indicacion de IM (HERRERA 2007),
encontrando para los pacientes tratados en segunda linea un porcentaje de RCC, en
algin momento del seguimiento, del 58%, mientras que para los pacientes que
recibieron IM en primera linea, el 93% de los pacientes alcanzaron esta RCC en algin

momento del seguimiento (tabla 26).

En nuestros resultados hemos hecho especial hincapié en las respuestas
citogenéticas obtenidas a los 12 y 18 meses, ya que, el hecho de alcanzarla en estas
fechas, se ha relacionado con mayor tasa de respuestas moleculares mayores, asi como
con mayor supervivencia libre de progresion, (KANTARJIIAN 2003) (O'BRIEN 2003)
(QIN 2008), al igual que vemos en nuestra serie donde la supervivencia global varia
significativamente en funcidén del tipo de respuesta citogenética alcanzada en estos

meses.

Asi, considerando que la respuesta a IM es hoy en dia el factor prondstico de
mayor importancia en la evolucion de la LMC y que, una de las principales formas de
evaluar esta respuesta, es la de la obtencion de RCC a los 12 y 18 meses, hemos
analizado los datos obtenidos en el momento del diagndstico con el fin de poder
predecir, ya en este momento, los pacientes que van a responder o no de forma

adecuada al tratamiento.

De esta forma, hemos analizado la probabilidad de obtener RCC a los 12 y 18
meses en funcion del indice de Sokal, y hemos comprobado una clara correlacion entre

las RCC y los indices de Sokal, expresada en una tendencia lineal: menor indice de
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RCC en paralelo con peor indice pronostico (tablas 27 y 28) Esta correlacion, sin llegar
a alcanzar la significacion estadistica, se encuentra muy cerca de ella (p=,065 para los
12 meses y p=,107 para los 18 meses). Estos resultados concuerdan con los encontrados
en la literatura de los grupos con mayor numero pacientes. El estudio IRIS recoge
obtencion de RCC de 89%, 82% y 69% para pacientes de bajo, intermedio y alto riesgo
segun Sokal (DRUKER 2006). El grupo de MD Anderson en el que estudian a 279
pacientes tratados con IM en primera linea de tratamiento, observan RCC de 87%, 94%
y 69%, para pacientes de bajo, medio y alto riesgo segun Sokal (KANTARJIAN 2006).
De igual manera, hemos estudiado variables clinicas y analiticas cuantitativas, obtenidas
en el momento del diagnostico, con el fin de poder diferenciar pronodsticos en funcion de
estos grupos de riesgo. El estudio se ha realizado de forma univariable en lugar de
multivariante, en primer lugar debido a que muchos de estos datos ya estan incluidos en
el indice de Sokal, por lo que no se hizo regresion logistica multiple por colinealidad
entre la variable de Sokal y las otras variables. Ademas, el nimero de variables que se
pueden utilizar en un estudio multivariante son 1 por cada 10 pacientes de la cohorte,
necesitandose, al menos, 5 eventos ( ya sean muerte, no respuesta o progresion de la
enfermedad ) en cada variable, lo que en nuestro caso dado el escaso numero de eventos

no es posible.

Los datos al diagnoéstico estudiados han sido: el tamafio del bazo medido en cm
desde el reborde costal, el nimero total de leucocitos, asi como el recuento total de
plaquetas en el momento del diagndstico. En nuestra serie hemos encontrado una
importante asociacion entre el aumento del tamafio del bazo y la probabilidad de
alcanzar una RCC, aunque sin llegar a la significacion estadistica (p=,097). Valorando
el resto de parametros no se ha encontrado ninguna otra asociacion (tabla 29). Estos
datos cotejan bien con algunos ya recogidos en la literatura, aunque en general,
intentando relacionarlos con la supervivencia global y con la supervivencia libre de

progresion. (KANTARJIAN 2006).
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3. Respuestas moleculares

Hay que recordar aqui que el propdsito de una monitorizacién molecular para la
LMC es anterior a la aparicion de los tratamientos con inhibidores de tirosincinasas.
Asi, la PCR “competitiva” ya se habia usado para medir la leucemia residual con el
tratamiento con IFN-o y también después del alo-TPH: el numero de transcritos BCR-
ABL en sangre se correspondia con el porcentaje de metafases Ph (+) en médula 6sea
(CROSS 1993). Se demostrd que el aumento en el nimero de transcritos en pacientes
post-trasplantados predecia la recaida hematoldgica y citogenética. Pero ha sido en los
pacientes tratados con IM en los que la medida de la enfermedad residual mediante RT-
PCR se ha generalizado hasta constituir un parametro de maxima aplicabilidad en la

clinica (HUGHES 2006).

La extension de su uso ha propiciado el de nuevos indices de respuesta: la llamada
respuesta molecular. El parametro bioldgico que mejor se correspondia con la evolucion
clinica hasta este momento era el porcentaje de células Filadelfia (Ph) negativas en el
cariotipo, con las correspondientes distinciones entre niveles de respuesta, desde
completa a nula. En principio, la RT-PCR aporta una sensibilidad muy superior (hasta
10* células), lo que es particularmente importante en todos los casos de negativizacion

persistente del cromosoma Ph, comprobada por FISH (BRANFORD 1999).

Nuestro grupo corrobord la excelente concordancia de la RT-PCR con los
resultados de citogenética, examinando su valor como test con el método estadistico de
valoracion mediante curvas ROC. Con una sensibilidad del 100% y una especificidad
del 95%, a un paciente con nivel de transcritos BCR-ABL inferior a 0.2%, le

corresponde estar en RCC y en RMM (HERRERA 2004).

En cuanto a la posibilidad de comparar los resultados obtenidos por distintos
centros, existe y estd en marcha en la actualidad un proyecto de estandarizacion de las
técnicas, tanto a nivel nacional como internacional, para validarlas con muestras
normalizadas en un laboratorio central. También se pretende consensuar y aplicar un
indice de correccion para hacer comparables los resultados de centros que utilizan
distintos genes control. Nuestro grupo del Hospital Ramoén y Cajal colabora en este

proyecto (HUGHES 2006).
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En nuestra serie, al igual que pasaba con la obtencion de respuestas citogenéticas,
las respuestas moleculares varian en funcién del tiempo, encontrdndose RMM a los 12
y 18 meses en un 38,6% y en un 56,3% respectivamente. Hemos observado RMM
tardias en un 16,2% de los pacientes, mientras que un 26,6% de ellos nunca han

alcanzado RMM (tabla 30).

Estas respuestas son inferiores a las obtenidas en el estudio IRIS donde se recogen
RMM a los 12 meses del 53% y tardias de hasta el 80%. Las diferencias encontradas se

deberan, al igual que observamos en las RCC, a la diferencia de la muestra estudiada.

La importancia en evaluar la respuesta molecular a los 12 y 18 meses de
tratamiento es debido a que, con un seguimiento de 60 meses, en el estudio IRIS no se

ha observado progresion de la enfermedad en aquellos pacientes que alcanzaron RMM.

Descrita asi la obtencion de la RMM como un importante factor prondstico,
nuestro grupo, una vez mas, ha intentado correlacionar el estado de la tltima respuesta
molecular medida en cada paciente en funcion del indice de Sokal al diagndstico.
Hemos observado una importante correlacion lineal en la que, a peor indice prondstico,
se observa una probabilidad mas baja de encontrarse en RMM en el ultimo control
realizado. Describimos asi probabilidades de encontrarse en RMM del 71,9%, 51,6% y

42,9% para grupos de bajo, medio y alto riesgo segiin Sokal respectivamente (tabla 31).

El estado de la ultima respuesta molecular disponible en cada paciente se ha
correlacionado con el indice de Sokal y observamos que, al pasar de indices de Sokal
bajo a intermedio, se duplica la probabilidad de no encontrarse en RMM en el tltimo
control, mientras que, al pasar de indice de Sokal bajo a alto, se cuatriplica la

probabilidad de no encontrarse en RMM.
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4. Tipo de respuesta segun criterios de respuesta al
tratamiento establecidos por el comité internacional de
expertos: Leukemia.Net.

Tras demostrarse la importancia de la respuesta a IM como factor pronostico mas
relevante de la evolucion de la LMC, la monitorizaciéon individual de la respuesta es ya

hoy en dia una técnica habitual en cada centro.

Esta monitorizacion, no solo incluiré las respuestas hematologicas, citogenéticas y
moleculares, sino, lo que es mas importante, una combinacion de estas respuestas en el
tiempo, respuestas que se han denominado como fallo, advertencia, respuesta sub-
Optima y respuesta Optima, segun los criterios establecidos por el comité internacional

de expertos LEUKEMIA NET.

El poder identificar el tipo de respuesta de cada paciente en el tiempo, no solo nos
permitird predecir la evoluciéon de la enfermedad, sino que, hoy en dia, las
recomendaciones terapéuticas se basan en estas respuestas. Asi, como ya se ha
comentado, con un largo seguimiento de la enfermedad, no se han observado
progresiones en aquellos pacientes que obtuvieron RCC y RMM a los 12 o 18 meses
(respuesta Optima), por lo que las recomendacion actual es la de continuar con el

farmaco.

No obstante, la actitud a seguir debe ser diferente cuando se objetiva fallo al
tratamiento, dado que la supervivencia disminuye respecto a adquirir respuesta sub-
Optima o respuestas Optimas. Asi, el estudio Iris describe, ademas de esa SLE ya
comentada del 100% para aquellos pacientes que obtienen RCC y RMM a los 12 y 18
meses, supervivencias de 95% y 98% para los que adquieren RCC, pero remisiones
moleculares <Ratio 0,1 a los 12 y 18 meses, frente a supervivencias de 88% y 87% para
aquellos pacientes que no obtienen RCC a los 12 y 18 meses. Aunque estas SLE son
bastantes superiores a las conseguidas con las terapias anteriores y, a pesar de haberse
descrito porcentajes de respuestas tardias, dado que existen nuevas estrategias, en la
actualidad, la recomendacion es la de aumento de dosis de IM o cambio a uno de los
nuevos inhibidores de la tiroisincinasa, ya sea alguno de los ya aprobados como
tratamiento de segunda linea (Dasatinib o Nilotinib), o bien incluyendo al paciente en

alguno de los ensayos clinicos con nuevas moléculas que se estan realizando en el
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momento actual. Asi, en este momento, no parece haber existir duda en la actitud a
seguir en aquellos pacientes que presentan respuestas Optimas o fallo del tratamiento.
No seré el caso de la actitud a seguir en pacientes que presentaN respuestas sub-Optimas
y es éste el punto que esta siendo mas debatido por los diferentes grupos en el momento
actual. Por una parte, parece razonable el aspirar a un porcentaje de SLE del 100% en
los pacientes, aunque esto implique un cambio de estrategia terapéutica, pero lo cierto
es que esa misma SLE es de aproximadamente el 98% para pacientes con respuestas
sub-optimas (DRUKER 2006), dado que, como ya se ha comentado, se han observado
respuestas tardias, sin olvidar que el cambio de estrategia terapéutica no garantiza el
mejorar la respuesta en estos pacientes con buena respuesta citogenética y no tan buena
molecular. Por otra parte, otros grupos con importante nimero de pacientes como es el
caso del Imperial London Collage, con mas de 200 pacientes tratados en primera linea,
encuentran correlacion entre alcanzar RCC con la SLP pero, una vez alcanzada ésta, no

encuentran mejorias al alcanzar RMM.

He analizado el tipo de respuesta de los pacientes a los 12 y 18 meses con el fin de
poder correlacionar estas respuestas con los datos obtenido al diagndstico y poder
identificar asi, en el momento del diagndstico, grupos de riesgo que permitan predecir el

tipo de respuesta en funcion de estos grupos y con ello la evolucion de la enfermedad.

Asi, para aquellos pacientes en los que estuvo disponible la monitorizacion de la
enfermedad minima residual desde un momento precoz, las tasas de respuestas dptimas
fueron del 62 y del 39% a los 12 y 18 meses respectivamente, las respuestas sub-
Optimas se observaron en el 12 y 24% a los 12 y 18 meses y los fallos de tratamiento en
el 25 y 37% respectivamente para las mismas fechas (tablas 32 y 33). Estas respuestas,
significativamente inferiores a las reflejadas por otros grupos, se deben, como ya se ha
comentado, a que esta cohorte, al contrario que otras series de muchos pacientes
reflejadas en la literatura, no es uniforme en cuanto a la indicacion de IM encontrandose
ademds un importante sesgo en cuanto a las respuestas medidas por criterios de
LEUKEMIA NET, dado que, los pacientes que no respondieron de forma adecuada a
tratamiento fueron derivados a nuestro centro para optar a los nuevos inhibidores de
segunda linea. Por otra parte, existe un buen numero de pacientes en primera linea en

los que todavia no se ha llegado a la monitorizacion del mes 18. Estos pacientes,
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presumiblemente se acercan mas al tipo de paciente que se describen en las grandes

series y, posiblemente, mejoraran las respuestas de nuestra serie.

En nuestra cohorte, estas respuestas predicen la evolucion de la enfermedad tal y
como mostramos al comentar las graficas de supervivencia. Con el fin de poder
identificar grupos de riesgo en el momento del diagndstico que pudieran relacionarse
con el tipo de respuesta, hemos analizado el indice de Sokal, encontrando una
correlacion estadistica entre los grupos de riesgo y el tipo de respuesta obtenida a los
12 meses (p=,007), asi como una importante correlacion lineal entre el indice de Sokal
y el tipo de respuesta a los 18 meses (p=,065) (tablas 34 y 35). Estos datos concuerdan
con los reflejados en la literatura en donde se observa que el indice de Sokal predice
respuestas citogenéticas y moleculares en las series con mayor niimero de pacientes,
independientemente de haber recibido tratamiento previo o no (O'BRIEN 2003)
(CERVANTES 2003).

5. Respuestas sub-optimas y fallo de tratamiento.

5.1 Respuestas sub-6ptimas

En nuestra serie encontramos un total de 18 respuestas sub-Optimas. La evolucion
de éstas, al igual que en la experiencia recogida en la literatura, resulta poco
homogénea: En 8 pacientes, se alcanzo RMM en alguin momento de la evolucion,
mientras que el resto no la alcanzo e incluso en 2 casos se objetivaron pérdidas de RCC.
Hemos observado que hay una probabilidad de 50% de no alcanzar RMM para los
pacientes con respuestas sub-optimas y un 11% de pérdidas de respuestas citogenéticas,
en comparacion con una probabilidad del 8 % de perder la RMM y ningun caso de
pérdida de RCC para aquellos pacientes que obtuvieron respuestas 6ptimas (todo ello en

los intervalos sefalados por la propuesta de LEUKEMIA NET).

A pesar de que se han descrito con relativa frecuencia RMM tardias, el hecho de
no alcanzar RMM a los 18 meses, aunque se haya conseguido una RCC, debe ser

considerado, de acuerdo con los expertos de LUKEMIA NET, como un factor de riesgo

188



DISCUSION

hacia la progresion. El clinico avisado deberia hacer un seguimiento estrecho del

paciente, asi como plantearse posibles estrategias terapéuticas alternativas.

El grupo de la Universidad de Oregon estudié 85 pacientes con RCC de un
conjunto heterogéneo que incluia pacientes tratados en primera y segunda linea. De
éstos, el 51% no alcanzo RMM en el momento de la RCC, comparandolos con aquellos
que si hicieron RMM y encontraron una ventaja en la SLE estadisticamente
significativa para los pacientes que obtuvieron la RMM, asi como una probabilidad 7
veces mayor para la progresion de la enfermedad para los pacientes que no obtuvieron
RMM. En el analisis multivariante realizado por este grupo, el hecho de no alcanzar una
respuesta molecular mayor en ningun momento de la evolucion fue el tnico factor

predictivo de progresion (PRESS 2006).

5.2 Sobre los resultados con aumento de las dosis iniciales:

En 18 pacientes se consideré que se daban las circunstancias para proceder a un
aumento en las dosis de IM. Entre estos casos, hubo dos en los que se cumplian los
criterios de la denominada respuesta sub-Optima al tratamiento y se consiguié una
RMM en uno de ellos. En los 16 restantes, la subida de las dosis se decidi6 por constatar
fallo del tratamiento: en 3 pacientes se consigui6 RMM, otros 3 alcanzaron RCC pero
no RMM vy en los demas pacientes (10 casos) no se alcanzé mejoria de la respuesta a

pesar del citado aumento de dosis.

El aumento de dosis en pacientes con respuesta sub-Optima, como ya se ha
reflejado, en la actualidad no es una actitud habitual en todos los centros y por tanto
existe a dia de hoy poca experiencia. Parece existir la opinién de que, la subida de dosis
estd mas indicada cuando, durante la monitorizaciéon del paciente, se observa un
aumento progresivo de los transcritos BCR-ABL, que en aquellos casos en los que
¢éstos, aun sin llegar a alcanzar la RMM, se mantienen estables y se mantiene una
respuesta citogenética completa (PRESS 2006) (PRESS 2007). Esta experiencia, unida
a la evidencia de la importante incidencia de respuestas moleculares mayores “tardias”
(intervalo >18 meses), hace dificil extraer conclusiones que puedan generalizarse para

todas las evoluciones. Quizas los resultados de los ensayos clinicos (en los que nuestro
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centro ha participado) en los que se compara el aumento de dosis de IM con la
utilizacion de nuevos inhibidores, ante la presencia de criterios de respuesta sub-Optima,

proporcionen alguna informacion fiable sobre esta cuestion.

Punto y aparte merece el tema del aumento de dosis en pacientes con fallo
terapéutico. El numero elevado de pacientes en los que optamos por esta estrategia vino
condicionado por ser el unico tratamiento disponible en aquel momento en algunos
pacientes, antes de someterlos a un trasplante alogénico de precursores
hematopoyéticos. (MARIN 2003) (JABBOUR 2006). En nuestro caso se alcanzaron
RCC en el 37 % de los pacientes, de los cuales la mitad obtuvieron ademas una RMM.
Estos resultados son quizas algo inferiores a los conseguidos con el uso de nuevos
inhibidores de la tirosincinasa. (HOCHHAUS 2007) (KANTARJIAN 2007) (PUTTINI
2006), pero hay que sefialar con respecto a ello que el tamafio de la serie y sus

caracteristicas no la hacen comparable.

Existen pocos estudios sobre la eficacia del aumento de dosis de IM en pacientes
resistentes o intolerantes a éste y la experiencia es similar en todas las series descritas.
En una pequefia serie se constataron efectos ventajosos con la subida de 300 mg a 600
mg/dia o de 400 a 800 mg/dia, obteniendo un 56% de RCM (ZONDER 2003). En una
comparacion con mayor numero de pacientes se intentd valorar la eficacia del
tratamiento con dosis de IM de 800 mg/dia frente al tratamiento con Dasatinib en
pacientes tratados previamente con dosis de 600 mg/dia. Se obtuvieron 52% de RCM
en el brazo de Dasatinib, frente a s6lo un 33% en el brazo con dosis altas de IM. En un
pequetio grupo de pacientes con mutaciones afectando al P-loop, las respuestas fueron

50% y 0%, respectivamente (MARTINELLI 2007).

Aunque estos resultados no son muy satisfactorios, la estrategia parece estar
justificada al existir estudios que muestran resistencias de algunas mutaciones de BCR-
ABL con menor sensibilidad a IM, pero no resistencia completa. Esa amplificacion y
sobrexpresion de BCR-ABL puede conferir resistencias que en algunos casos pueden
verse superadas por aumento de dosis. (ROUMIANTSEV 2002) (AZAM 2003)
(SHAH 2002). En base a estos datos, parece que estaria justificado en los fallos intentar

aumento de dosis a 400 o mejor 600 mg /dia (siempre y cuando no se identifiquen

190



DISCUSION

mutaciones en el P- loop), pero, si no se obtiene respuesta con esta dosis de 600 mg/dia,

la estrategia mas adecuada seria el cambio a inhibidores de segunda generacion.

5.3 Los fallos del tratamiento

En nuestra serie hemos encontrado un total de 24 fallos al tratamiento. De éstos,
en dos casos fue por pérdida de respuestas citogenéticas después de haber alcanzado

respuesta sub-optima a los 18 meses.

Pudimos realizar un cambio de estrategia en 12 pacientes: En 4 se realizod
alotrasplante de progenitores hematopoyéticos, dado que no estaban disponibles
inhibidores de segunda generacion y los pacientes fueron considerados como buenos
candidatos para el procedimiento; todos ellos fallecieron por causa relacionada con el
procedimiento. En 8 pacientes se procedio al cambio de inhibidores de la tirosincinasas
de segunda generacién (Nilotinib en 1 paciente y Dasatinib en 7) cuyos resultados se

comentaran en el apartado I'V.

De los 24 fallos terapéuticos, en 3 pacientes se perdid el seguimiento (casos
enviados por otros hospitales) y en 5 se evidencid progresion de la enfermedad. Estos
datos se asemejan a los del estudio IRIS, don de se pronostica y comprueba una SLP de
aproximadamente el 80%, incluso para aquellos paciente que no consiguieron RC

parciales.

Se observaron RCC tardias en 3 pacientes (12%), una proporcién un tanto menor
que la observada en el estudio IRIS, donde se recogen probabilidades de
aproximadamente 20% de alcanzar RCC en aquellos pacientes que no la obtuvieron a

los 12 meses. Un paciente contintia a dia de hoy con RHC, pero sin alcanzar RCC.
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IV. VALORACION DE LOS RESULTADOS CON OTROS
INHIBIDORES DE TIROSINCINASAS

1. Nilotinib

En nuestra serie, la experiencia con Nilotinib es dificilmente valorable al tratarse
de un numero de pacientes minimo y con la indicacidn, hasta el momento (en la cohorte
a la que se refiere esta tesis), solamente para pacientes intolerantes o resistentes a IM, en

el marco de ensayos clinicos.

En una paciente se inici6 el tratamiento con Nilotinib tras constatarse una
resistencia secundaria a IM (después de tener una remision citogenética completa
confirmada en los primeros 12 meses). Poco después de dar comienzo el tratamiento
con Nilotinib supimos que el estudio por secuenciacion de DNA, que se realiza en los
pacientes resistentes, habia revelado la presencia de una mutacion T3151. Poco tiempo
después la enfermedad progresa a crisis blastica, sin respuesta a la terapia que se intenta

y se produce el fallecimiento.

El tratamiento de esta mutacion T3151 hoy en dia es objetivo de ensayos clinicos
especificos con moléculas recién descubiertas que han evidenciado alguna eficacia para
su control (MK-0457). Otra opcion es intentar un trasplante alogénico, dado que los
inhibidores de segunda linea que estan hoy dia disponibles no parecen ser eficaces
contra las LMC que presentan esta mutacion (O'HARE 2007) (GILES 2007)
(KHORASHAD 2006).

La experiencia con el otro paciente con tratamiento en primera linea en ensayo
clinico, no puede ser valorable, por la brevedad del seguimiento, en el momento de

escribir esta discusion.
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2. Dasatinib

Como se ha detallado en los resultados, hemos tenido ocasion de utilizar
Dasatinib en el marco de varios ensayos clinicos fase Il y fase III de BMS y por lo tanto
en distintas indicaciones, lo que sin duda ha condicionado de alguna manera los tipos de

respuestas observadas.

- Los dos pacientes que fueron tratados por intolerancia a IM se encuentran en la
actualidad en RMM, aunque uno de ellos con limitante derrame pleural. Estas
respuestas, en nuestra corta experiencia, mejoran las publicadas, que describen tasas de

RCC para pacientes intolerantes a IM de 68%.

- De los 6 pacientes que iniciaron Dasatinib por fallo de tratamiento, hemos
observado un 50% de RCC, 1 paciente con respuesta citogenética parcial, otro con RC
nula y 1 paciente en el que se objetivd progresion de la enfermedad y fallecid. Estas
respuestas son superponibles a las publicadas de los diferentes ensayos clinicos y este
farmaco parece una opcidn interesante para aquellos pacientes con fallo a IM. Dado que
hoy en dia, salvo el trasplante de progenitores hematopoyéticos, fuera de ensayos
clinicos, no existen otras opciones para pacientes resistentes o intolerantes IM, el uso
de inhibidores de segunda generacion es una opcion mas que justificada. No obstante,
aun debemos aprender el manejo adecuado de éstos, entre lo que se incluye el saber
cuando debemos valorar la respuesta a estos farmacos para plantearnos, en caso de

ausencia de respuesta, nuevas opciones terapéuticas (CONSTANTINE 2008).
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V. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

La supervivencia global de la serie a los 4 afios de tratamiento fue de 82% (Error

tipico ,061) con una mediana de seguimiento aun no alcanzada (figura 15).

Estas supervivencias son algo inferiores a las recogidas en las grandes series a las
que hemos hecho mencién, pero hay que recordar que ¢éstas se refieren
fundamentalmente a pacientes tratados en primera linea. Por nuestra parte, cuando
analizamos la supervivencia en funcion de la linea de tratamiento, observamos como es

significativamente mayor en los pacientes tratados en primera linea (figura 16).

Es muy interesante observar que, para los pacientes tratados en primera linea,
todos los eventos ocurrieron en los 2 primeros afios del inicio de tratamiento,
alcanzandose posteriormente una meseta, tal y como se describen en las series mas

numerosas (figura 16).

Serian por lo tanto los pacientes tratados en primera linea los que se asemejarian
mas a los estudiados en las series publicadas, aunque con un seguimiento algo menor.
La progresion de la enfermedad que hemos observado en el 8% de los pacientes,

representa un porcentaje muy similar a los reflejados en la literatura.

Igualmente se observa, con significacion estadistica, como estas supervivencias
alcanzadas se modifican en funcioén de la respuesta citogenética obtenida a los 12 y 18
meses del tratamiento (figuras 17 y 18), por lo que, al igual que como ocurre en otras
series ya comentadas, la obtencion de RCC marcaréd la evolucion de la enfermedad,
convirtiendo, de esta manera, la respuesta a IM como el factor prondstico de mayor peso

en la evolucion de la LMC.
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VI. FACTORES PRONOSTICO

Durante toda la presentacion y discusion de los resultados se han comprobado las
excelentes respuestas que hoy dia se alcanzan con IM y, al haber cambiado este
tratamiento demostradamente la evolucion “natural” de la enfermedad en una muy alta
proporcion de los pacientes, sin lugar a dudas, el principal factor prondstico en la LMC

hoy en dia, seré la respuesta que el paciente obtenga con IM.

Las respuestas hematoldgicas, citogenéticas y moleculares con IM han supuesto,
valoradas en los intervalos concretos previstos, el indice mas fiable para distinguir entre
los prondsticos de nuestros enfermos y para detectar con antelacion la aparicion de

problemas evolutivos.

A pesar de estos resultados tan satisfactorios, existe un grupo de pacientes que no
van a responder a la terapia con IM. Hemos visto cémo, en los pacientes que no
consiguen una respuesta Optima, no s6lo empeora el prondstico, sino que el manejo en
ese momento es, a dia de hoy, bastante complejo. Es por esto que consideramos de gran
interés poder identificar en el momento del diagndstico aquellos grupos de pacientes
que no van a responder de forma adecuada a la terapia con IM y por tanto su SLE
estard muy menguada, para realizar asi un seguimiento estrecho de este grupo de riesgo
y, quien sabe si en un futuro, valorar si constituyen un subgrupo de enfermos que podria
beneficiarse de alternativas al IM, ya sea con inhibidores de segunda o tercera

generacion, con el trasplante alogénico o con otros procedimientos que puedan surgir.

Con este propdsito hemos tratado de identificar el poder predictivo para el tipo de
respuesta mediante una sencilla férmula matematica de parametros clinicos y analiticos

al diagnostico, de facil realizacion.

El indice de Sokal se correlaciona, con significacion estadistica, con el tipo de

respuesta al IM que alcanzarad un paciente seglin los criterios de LEUKEMIA NET, de
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tal forma que los pacientes de alto riesgo SOKAL tienen una probabilidad

significativamente inferior de alcanzar respuestas catalogadas como Optimas.

Hemos encontrado también una importante correlacion que, aunque sin alcanzarla,
se aproxima a la significacion estadistica, entre los grupos de riesgo segun criterios de
Sokal, el tamafio del bazo y el tipo de respuestas citogenéticas que alcanzan los
pacientes que, como ya se ha repetido, es el factor que marca con mayor peso la

evolucion de la enfermedad.

Tras demostrar la excelente concordancia entre la RT-PCR con los resultados
citogenéticos, vemos las respuestas moleculares como el método diagnostico mas
sensible del que disponemos para monitorizar las evoluciones, midiendo la “cantidad”
de efecto terapéutico, la dimension del bloqueo sobre la actividad tirosincinasa

patologica.

Si ya se ha descrito que una respuesta citogenética mantenida a lo largo del
tiempo es una garantia muy importante contra las probabilidades de padecer la
progresion de la enfermedad, una respuesta molecular mayor o completa mantenida, es
sin duda un factor predictivo de maxima relevancia. Y es interesante sefialar que los
pacientes de alto riesgo SOKAL tienen cuatro veces mdas probabilidades de no

encontrarse en RMM a lo largo de la evolucion, que los pacientes de bajo riesgo.

Por fin, nos hemos interesado en la bisqueda de otros criterios bioldgicos, como
las fosfoproteinas implicadas en la cadena de sefales, analizadas por citometria de flujo,
para intentar distinguir entre distintas sensibilidades al inhibidor de tirosincinasas.
Precisamente con la molécula CRKL (6 fosfo-CRKL: pCRKL) el grupo de la
universidad de Mannheim ha comunicado resultados en el sentido de que diferencias en
las lineas celulares en cuanto a la inhibicion de esta fosfoproteina, distinguin entre
pacientes resistentes a Imatinib en tratamiento con Nilotinib (LA ROSEE 2008). En
nuestro andlisis de 6 pacientes, pCRKL discriminaba a 3 pacientes sin alto nivel de

inhibicion vs. los otros 3 casos con buena respuesta

Posiblemente tenga que ser una combinaciéon entre los datos clinicos al

diagnostico, tipo indice de SOKAL, las respuestas moleculares en un plazo determinado
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de tiempo (en la linea LEUKEMIA NET), afinadas mediante un seguimiento mas
prolongado) y algin criterio bioldégico que detecte diferencias individuales en las
cadenas enzimadticas implicadas, lo que proporcione en el futuro esta discriminacion

prondstica.
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1.  Nuestra experiencia corrobora que el tratamiento con Imatinib en la dosis inicial
de 400mg/dia, es en la actualidad el tratamiento de eleccion en LMC Ph+ en FC, ya
que consigue, en la mayoria de los pacientes, remisiones hematologicas, citogenéticas
y moleculares, como nunca se habian obtenido con los tratamientos anteriores, y con

un incremento significativo de la supervivencia global.

2.  Hemos comprobado con significacion estadistica que el tipo de respuestas
citogenéticas obtenidas a los 12 y 18 meses predice la evolucion de la enfermedad, lo
que convierte la respuesta a Imatinib en el factor prondstico mas importante. Destacan
las notables diferencias entre los pacientes tratados en primera linea respecto a los que

recibieron Imatinb en segunda o mas lineas de tratamiento.

3.  Los criterios propuestos por el comité Leukemia.net tienen aplicabilidad en la
practica clinica, pero lo que se denomina en estos criterios “respuesta suboptima”
precisa de la comprobacion de parametros complementarios si ha de ser util para la
discriminacién prondstica individual, por la heterogeneidad de las evoluciones

agrupadas en este nivel de respuesta.

4.  Los grupos pronosticos que se fundamentan en los datos al diagndstico correlatan
con las respuestas a Imatinib, observando que un indice Sokal de alto riesgo se
corresponde con una proporcion mucho mas elevada de fracasos terapéuticos que la

de los niveles intermedio y bajo.

5. La medicién de la fosfoproteina CRKL mediante citometria de flujo es una
interesante linea de investigacion para poder discriminar, en el momento del
diagnéstico, aquellos pacientes que no van a responder de forma adecuada a la terapia

con Imatinib.
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