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OBJETIVOS -

La leucemia mieloide aguda (LMA), es el tipo de leucemia aguda mas frecuente en el adulto.

Es una neoplasia clonal, genéticamente compleja y heterogénea de los progenitores
hematopoyéticos, con un comportamiento clinico y una respuesta al tratamiento igualmente
heterogéneos.

Los avances en el conocimiento de la biologia de la célula leucémica estan transformado el
panorama terapéutico de la LMA, con el desarrollo de nuevos tratamientos, que van mas alla
de la quimioterapia convencional, incluyendo terapias dirigidas como inhibidores de
receptores con actividad tirosina- kinasa (TKIS) e inmunoterapia. Sin embargo, la
guimioterapia de induccién con el esquema tipico de 7+3, que consiste en la administracion
intravenosa de citarabina en infusién continua durante 7 dias e idarrubicina o daunorrubcina
administrada en bolo durante 3 dias, continta siendo desde hace 5 décadas el tratamiento de
elecciobn en los pacientes candidatos a tratamiento intensivo. Desafortunadamente la
guimiorresistencia o falta de respuesta a la farmacoterapia es un problema frecuente y en
Gltima instancia uno de los principales factores responsables de los escasos resultados que
frecuentemente se obtienen tras el tratamiento. Identificar los mecanismos de
guimioresistencia (MOC, del inglés “mechanisms of chemoresistance”) que intervienen en
cada paciente y en cada momento de la evolucién de la leucemia (antes, durante y después
de la quimioterapia) es una cuestién que tiene una gran relevancia clinica. Sin embargo, a
pesar de que han sido ampliamente estudiados durante la ultima década, existen muchas
cuestiones por resolver.

En base a estos antecedentes se plante6 como “objetivo general” de esta Tesis
Doctoral ampliar el conocimiento de los factores implicados en la respuesta al tratamiento
guimioterdpico estandar de induccion a la remision (esquema 7+3) y a un TKI, concretamente
el sorafenib. Para ello, nos planteamos estudiar los MOCs que determinan la cantidad de
farmaco activo en el interior de las células leucémicas, es decir, los MOC-I (transportadores
de captacion y bombas exportadoras) y MOC-II (enzimas implicadas en el metabolismo del
farmaco activando profarmacos o inactivando agentes activos).

Para alcanzar con éxito este objetivo se definieron tres objetivos parciales:

Objetivo 1°: Investigar el papel de los transportadores implicados en la captacion y la
exportacion de citarabina e idarrubicina y de las enzimas metabolizadoras de farmacos
presentes en las células leucémicas, que en adelante denominaremos “blastos”, en la
respuesta de los pacientes con LMA a la quimioterapia de induccién (esquema 7+3), asi como
evaluar si los niveles de expresion en los blastos obtenidos en el momento del diagndstico
podrian ser Utiles para predecir la falta de respuesta al tratamiento.



- Gabriela Rodriguez Macias

Objetivo 2°: Evaluar la sensibilidad a la citarabina y a la idarrubicina en lineas celulares

leucémicas, asi como el efecto de su exposicion sobre los niveles de expresion de las bombas
exportadoras de farmacos y de las enzimas relacionadas con su transformacion metabdlica
dentro de las células diana.

Objetivo 3°: Investigar la contribucion de los transportadores de membrana responsables de
la captacion y la exportacion del sorafenib y sus principales dianas celulares a la sensibilidad
de lineas celulares derivadas de LMA a este farmaco. Asi como determinar el impacto del
tratamiento con sorafenib sobre la expresién de transportadores de los farmacos de interés
en lineas celulares de LMA.



Introduccion







INTRODUCCION -

2. INTRODUCCION

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una neoplasia hematolégica, clonal, heterogénea y
genéticamente compleja de las células progenitoras hematopoyéticas, caracterizada por la
alteracion de la hematopoyesis normal (stop madurativo, conocido como “hiatus leucémico”)
y por la induccién de la proliferacion anormal de células de estirpe mieloide o células
leucémicas (blastos), con acumulacion en la médula 6sea y/o en otros tejidos. En la Gltima
década se ha producido un gran avance en el conocimiento de la fisiopatologia de esta
neoplasia que ha permitido una mejor estratificacion del riesgo al diagnéstico. Ademas, se
han desarrollado nuevos farmacos, algunos recientemente aprobados e incluidos en la
practica clinica (Daver et al. 2020) y se ha mejorado en la seleccion de estrategias de
tratamiento adaptadas al riesgo individualizado de cada paciente, avanzando hacia un
tratamiento mas personalizado, con la esperanza de mejorar el porcentaje de curacion. A
pesar de estos avances, los resultados tras el tratamiento con quimioterapia (QT) a largo plazo
todavia siguen siendo desalentadores y un alto porcentaje de pacientes fallecen debido a la
LMA.

2.1. GENERALIDADES

La LMA es la leucemia aguda mas frecuente en el adulto, supone un 1,0% de los nuevos
casos de cancer diagnosticados en Estados Unidos (SEER 2020). Aunque puede aparecer a
cualquier edad, la incidencia es mayor en pacientes de edad avanzada, con una mediana de
edad al diagndstico de 68 afios. La incidencia aumenta progresivamente con la edad, desde
2,4 casos por cada 100.000 adultos menores de 60 afios a 16-18 casos por 100.000 personas
mayores de 70 afios, estas cifras son similares en Europa y Estados Unidos (Dores et al.
2012; Sant et al. 2010). Multiples factores hormonales, medioambientales y genéticos se han
relacionado con una predisposicion individual al desarrollo de LMA, siendo esta ligeramente
mas frecuente en hombres que en mujeres. Adicionalmente, la exposicién prolongada a
petroquimicas, disolventes como el benceno, pesticidas y radiaciones ionizantes, son factores
claramente establecidos (Shallis et al. 2019), mientras que, factores genéticos como la
susceptibilidad individual secundaria a alteraciones o0 mutaciones presentes en la linea
germinal pueden aumentar el riesgo de desarrollar LMA con una incidencia de hasta el 10%
(Kohimann et al. 2016). Ademas, los antecedentes de otras neoplasias hematoldgicas previas,
como sindromes mielodisplasicos (SMD) o neoplasias mieloproliferativas crénicas (NMP) y la
exposicion a agentes quimioterapicos y/o radioterapia también se asocian a una mayor
probabilidad de desarrollar LMA (Ades et al. 2014; McNerney et al. 2017; Tefferi et al. 2015).
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Las nuevas técnicas de alto rendimiento, como la secuenciacién masiva, han aumentado el

conocimiento molecular y la comprension de los mecanismos implicados en el desarrollo de
la LMA, confirmando que es una enfermedad genéticamente heterogénea, caracterizada por
multiples mutaciones (sométicas y/o en la linea germinal) y/ o alteraciones epigenéticas que
afectan a genes de diferentes categorias, con una arquitectura clonal compleja y dinamica en
continua evolucion a lo largo del tiempo (Bullinger et al. 2017; Papaemmanuil et al. 2016).

Durante 50 afios se ha utilizado el mismo tratamiento de QT de induccion a la remision para
los pacientes con LMA candidatos a tratamiento intensivo, conocido como “7+3” (Yates et al.
1973), basado en la combinacién de citarabina en infusion continua intravenosa (iv) durante
7 dias y una antraciclina (idarrubicina o daunorrubicina) durante 3 dias igualmente iv Con esta
combinacion, hasta 60-85% de los pacientes menores de 60 afios y 40-60% de los pacientes
mayores de 60 afios alcanzan remision tras 1 6 2 ciclos de QT (Dohner et al. 2015). Tras la
induccion, es fundamental el tratamiento post-remision (en los pacientes capaces de tolerar
tratamiento quimioterapico intensivo), bien con QT entre 2-4 ciclos habitualmente con
citarabina iv en dosis intermedias o altas o con trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos (Alo-TPH) que, hoy por hoy, es la opcién con mas probabilidad de curacién
a largo plazo. Los pacientes que no reciben tratamiento post-remision habitualmente
progresan entre 6 y 9 meses.

En las dos ultimas décadas, la mejor estratificacion de la LMA (caracterizacion citogenética y
molecular) y las mejoras en el tratamiento de soporte han supuesto un ligero aumento en la
supervivencia global en los pacientes jovenes, logrando tasas del 40-50% a 5 afios. Sin
embargo, en los mayores de 60 afios, que son la mayoria de los pacientes con LMA, la
supervivencia global a 5 afios no supera el 10%, debido fundamentalmente a que muy pocos
son candidatos a QT intensiva por la toxicidad y morbi-mortalidad asociada al tratamiento, y
a que el porcentaje de respuesta a la QT es mucho menor que en los pacientes jovenes en
probable relacion con las caracteristicas biol6gicas de la LMA (Appelbaum et al. 2006). La
incorporacion de farmacos hipometilantes (HMA), como azacitidina o decitabina, al
tratamiento de los pacientes no candidatos a QT intensiva, amplié el nimero de pacientes
mayores de 65 afios que recibian tratamiento, pero con un porcentaje de respuesta bajo (20-
30%) y corta duracion, al menos cuando se utilizan en monoterapia (Dombret et al. 2015;
Kantarjian et al. 2012). Nuevas terapias, como el inhibidor de la proteina 2 del linfoma de
células B (Bcl-2), Venetoclax en combinacién con HMA, han supuesto el primer gran cambio
en el panorama terapeutico, consiguiendo aumentar el porcentaje y duracién de las
respuestas de los pacientes no candidatos a QT intensiva (Daver et al. 2020; DiNardo et al.
2020; DiNardo et al. 2020).

Una excepcion a las cifras anteriores son los pacientes con leucemia promielocitica aguda
(LPA), un subtipo de LMA que representa entre el 5-10% del total de casos y que se
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caracteriza por la presencia de la translocacién t(15;17), que genera un gen de fusion “PML-

RARa”, responsable de las caracteristicas clinicas y biolégicas de este subgrupo de LMA, con
presencia de coagulopatia al diagnéstico con alto riesgo trombo-hemorragico y mortalidad al
diagndstico y una alta tasa de respuesta y curacion (hasta 90%) tras tratamiento basado en
el uso de &cido all-trans-retinoico (ATRA) en combinacién con antraciclinas y/o trioxido de
arsénico (2013-Lo-Coco-23841729 (Cicconi et al. 2016; Lo-Coco et al. 2013; Sanz et al. 2019).
Por estas caracteristicas y el tratamiento especifico de esta entidad, no incluimos este subtipo
de LMA en nuestro estudio.

2.2. DIAGNOSTICO

Los signos y sintomas de la LMA son diversos e inespecificos en el momento del diagndstico
y se deben, principalmente, a la infiltracién leucémica de la médula 6sea y/o los tejidos, lo que
se traduce en citopenias y, por lo tanto, en clinica de anemia, infecciones severas y/o
hemorragias por trombopenia y/o coagulacion intravascular diseminada asociada en algunos
subtipos. También es frecuente que aparezcan manifestaciones secundarias a la infiltracion
leucémica en otros 6rganos, como el sistema nervioso central, higado, el bazo, o los ganglios
linfaticos.

Ante un paciente con sospecha de LMA, se realiza una historia clinica completa, una
exploracion fisica y estudios de laboratorio que incluyen: hemograma, coagulacion y
bioquimica completa. El diagnéstico inicial se puede realizar en sangre periférica (SP) si se
objetiva mas de un 20% blastos, pero la confirmacién se realiza en una biopsia-aspirado de
médula ésea (Arber et al. 2016), en la que se realizan estudios para la caracterizacion
bioldgica de la LMA: i) Citogenética (cultivo celular y analisis de metafases, para conocer el
cariotipo de las células leucémicas) y/o hibridacién fluorescente in situ (FISH) de forma
complementaria si no crecen suficientes metafases (al menos 20), ii) Estudio molecular
mediante técnicas de PCR y/o secuenciacion para la determinacién de las alteraciones
moleculares vy iii) Citometria de flujo.

La citogenética convencional contina siendo un estudio obligatorio y fundamental al
diagnéstico en los pacientes con sospecha de LMA. Permite realizar una primera
estratificacion de los pacientes, en funcién de la presencia o no de alteraciones, en 3 grupos
de riesgo citogenético: bajo, intermedio y adverso (Tabla I-1), asociado con probabilidad de
remision, riesgo de recaida y supervivencia global (Grimwade et al. 2010), que influird en las
decisiones de tratamiento. Si el estudio citogenético falla (no se obtienen suficientes
metafases, aspirado seco, etc) se complementa con FISH y/o secuenciacién para caracterizar
lo mejor posible la LMA.
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Tabla I-1. Grupos de riesgo citogenético.

Catalogacién de riesgo citogenético
inv(16) o t(16;16)

Favorable 1(8:21)

t(15;17)
Citogenética normal

Intermedio £(9;11)(p21.3;023.3); MLLT3-KMT2A

Otras alteraciones no incluidas en riesgo favorable o adverso

Cariotipo complejo™: = 3 alteraciones.

Cariotipo monosémico”.
-5 or del(5q); -7; -17/abn(17p)
Adverso t(v;11923.3); reordenamiento KMT2A no t(9;11)
inv(3)(q21.3926.2) or t(3;3)(g21.3;926.2); GATA2, MECOM(EVI1)
1(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214

t(9;22)(q34.1,g11.2); BCR-ABL1*

* Tres 0 mas alteraciones cromosdmicas, en ausencia de 1 de las translocaciones recurrentes descritas en la
WHO, como, t(8;21), inv(16) o t(16;16), t(9;11), t(v;11)(v;q23.3), t(6;9), inv(3) 0 1(3;3); AML con BCR-ABL1.

# Definido por la presencia de 1 nica monosomia (excluyendo pérdida de X o Y) en asociaciéon con al menos 1
monosomia estructural o alteracién cromosomica estructural (excluyendo “core-binding factor” LMA).

% LMA BCR-ABL, requiere > 20% blastos, para diferenciarla de la LMC en crisis blastica y podria beneficiarse de
afiadir TKI al tratamiento.
(madificado de (Dohner et al. 2017; Grimwade et al. 2010; NCCN-v3.2022 2022))

El estudio molecular aporta en la actualidad mucha informacion. El descubrimiento y
validacién de multiples alteraciones moleculares implicadas en el desarrollo de la LMA en la
Gltima década ha permitido caracterizar y, por lo tanto, clasificar mejor a los pacientes con
nuevo diagndstico de LMA, en especial a los de riesgo citogenético intermedio, ya que es un
grupo muy heterogéneo en cuanto a respuesta y supervivencia. Ciertas alteraciones
moleculares permiten reclasificar a los pacientes hacia riesgo bajo o alto y tienen valor en la
posterior decision de su tratamiento post-remisién. Ademas, algunas alteraciones moleculares
han permitido el desarrollo de nuevos farmacos, actualmente en investigacion en mdaltiples
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ensayos clinicos y algunos ya incluidos en la practica clinica (Daver et al. 2020). En la tabla I-
2, se presentan algunas de las mutaciones en genes con mayor impacto por su frecuencia e

importancia prondéstica y por ser posibles dianas terapéuticas.

Tabla I-2. Alteraciones moleculares relevantes con impacto prondstico y/o terapéutico.

Gen Frecuencia Impacto Prondstico Comentarios
Mutacién mas frecuente en LMA con CN
FLT3 20-25% (ITD) Supervivencia inferior (ITD) Se asocia a hiper-leucocitosis y alta proliferacion
5-10% (TKD) Significado incierto (TKD) Mdltiples inhibidores de FLT3 ya en practica asistencial
y en desarrollo!
Mas comun en LMA con CN
Supervivencia mayor en Con frecuencia asociado a mutaciones en DNMT3A,
NPM1 30% ausencia HLUS TP
° s s o (FLTED) Puede ser (til para monitorizar EMR mediante PCR
Pronéstico influenciado por el estatus mutacional de
FLT3?
Supervivencia mayor si la
CEBPA 10% mutacion ocurre er_l'el “m_arco" Descritas muta(_:lone; -e,n Ilnee} ‘germlnal con
de lectura de la region “zipper’ predisposicion familiar
CEBPA®
Presente hasta 24-35% LMA-CBF, confiriendo un peor
Podria conferir una prondstico,
KIT 10% supervivencia inferior cuando en especial cuando se asocia a t(8;21). Inhibidores KIT
se asocia a LMA-CBF como Dasatinib han sido evaluados en diferentes
estudios
P Previamente conocido como “Mixed Lineage Leukemia”
Impacto pronéstico (MLL)
KMT2A 2%* intermedio/adverso en funcién : - “ »
- . Puede estar reordenado con multiples “partners
del reordenamiento asociado . A
En desarrollo terapias dirigidas
" Mas frecuente en LMA con CN
DNMT3A 20% Impacto pronéstico incierto Su incidencia aumenta con la edad
Es una mutacién CHIP®
* z
IDH1 5-15% (IDH1) o Mas frecuente en LMA con CN
. 10-20% (IDH2) Impacto prondstico incierto Su incidencia aumenta con la edad
IDH2 ° Es una mutacién CHIP®
NRAS 15% Impacto prondstico incierto Inhibidores de rutas de sefializacion de RAS en
desarrollo
" Mas frecuente en LMA con CN
TET2 5-15% Impacto pronéstico incierto Su incidencia aumenta con la edad
Es una mutacién CHIP®
Su incidencia aumenta con la edad. Asociada a
ASXL 1* P _— evolucion
Sl R ISR SO de otras Neoplasias hematolégicas (SMD, SMP)
Es una mutacién CHIP®
Su incidencia aumenta con la edad y con frecuencia
RUNX1 5-20% Impacto pronéstico adverso _seascciaa Ll s_ecundalrla. .
También se ha descrito asociada a linea germinal
con predisposicion familiar.
Su incidencia aumenta con la edad.
TP53 5-20% Impacto prondstico adverso Se asocia a CC y MK y LMA secundaria a neoplasia

previa
ylo antecedente de QT y/o RT.

CBF, “core binding factor”; CC, cariotipo complejo; CHIP, "clonal hematopoiesis of indeterminate potential”’; CN,
cariotipo normal; EMR, enfermedad minima residual; ITD, “internal tdndem duplication”; LMA, leucemia mieloide
aguda; MK, cariotipo monosomico; PCR, “polymerase chain reaction”; QT, quimioterapia; RT, radioterapia; SMD,
sindrome mielodisplasico; SMP, sindrome mieloproliferativo; TKD, dominio tirosin quinasa. *Mutaciones en genes
reguladores epigenéticos

1(Zhao et al. 2022); ?(Short et al. 2018); 3(Wakita et al. 2022);*(Mrozek 2022);>(Jaiswal et al. 2014)

(madificado de (Short et al. 2018)).
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Los estudios moleculares minimos para realizar de forma asistencial en los pacientes con

LMA segun la European Leukemia NET (Dohner et al. 2017) son: i) Andlisis mutacional de
NPM1 (“nucleophosmin 1”), CEBPA (“CCAAT/enhancer binding protein Alpha”) y RUNX1 por
ser genes que definen 3 categorias o entidades especificas incluidas en esta clasificacion; ii)
Mutaciones FLT3 (“Fms-like tyrosine kinase 3”), tanto en el dominio tirosina kinasa (TKD),
como en las repeticiones internas del tAndem (ITD del inglés “internal tandem duplication”).
Las mutaciones de FLT3 tienen relevancia prondstica y terapéutica; las que afectan a ITD
confieren un pronéstico adverso, no estando claro el papel de las mutaciones en TKD, pero
ambas son importantes por el desarrollo de moléculas inhibidoras FLT3 (algunos actuan sobre
ambas mutaciones y otros sélo sobre mutaciones ITD; iii) mutaciones de TP53 y ASXL1 por
su impacto pronostico adverso.

El estudio molecular se puede realizar mediante PCR con resultados que suelen estar
disponibles en 5-7 dias y complementar con un panel obtenido mediante secuenciacion de
nueva generacién (NGS de “next-generation sequencing”), cuyos resultados van a estar en
una media de 2-3 semanas segun laboratorio/centro diagnéstico. Si existe sospecha de
predisposicion en linea germinal, se debe remitir a un laboratorio especializado para realizar
un panel que incluya el estudio de genes conocidos.

La identificacion de mutaciones en determinados genes como FLT3, NPM1, CEBPA, KMT2A
(anteriormente conocido como MLL: “myeloid-lymphoid” o “mixed-lineage leukemia”), c-KIT
(“tyrosine-protein kinase Kit”), IDH1 y IDH2 (isocitrato deshidrogenasa 1y 2), TP53, RUNXL,
sera por tanto util, tanto para la estratificacion del riesgo, como para el tratamiento (Dohner et
al. 2017);(Tallman et al. 2019) permitiendo el uso de nuevas moléculas dirigidas frente a
determinadas alteraciones; como los inhibidores de FLT3 (sorafenib, midostaurina, quizatirnib,
crenolanib, gilteritinib) o los inhibidores de IDH1 (ivosidenib) e IDH2 (enasidenib) en
monoterapia y/o combinacién con QT, HMA, u otros, con el objetivo de mejorar los resultados
de tratamiento de los pacientes con LMA.

La citometria de flujo (CMF) es otra técnhica complementaria que ayuda a confirmar el linaje
de los blastos e identificar la expresién aberrante de antigenos de diferenciacién que expresa
cada LMA, ademas de la deteccion residual de blastos que podrian parecer normales por un
analisis morfolégico convencional (Tabla I-3). Por lo tanto, el estudio mediante citometria de
flujo es fundamental en la confirmacion de la remision completa (RC) tras QT y el seguimiento
de la enfermedad minima residual (EMR; también denominada enfermedad medible residual)
en el trascurso del tratamiento. Tanto la CMF como los marcadores moleculares (estudio
realizado mediante PCR y/o NGS) especificos de cada LMA, permiten el seguimiento de la
EMR en la LMA aportando informacién prondstica y con impacto terapéutico (Schuurhuis et
al. 2018);(Jongen-Lavrencic et al. 2018). Recientemente, se ha confirmado la importancia de
alcanzar RC con EMR negativa tras 2 ciclos por su impacto en la supervivencia global y en la
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supervivencia libre de enfermedad, de tal forma que en pacientes con riesgo favorable o

intermedio al diagndstico con EMR positiva tras 2 ciclos, hay que plantear el Alo-TPH como
tratamiento post-remision, mientras que si es negativa, los pacientes de bajo riesgo
continuaran con QT post-remisién y en los pacientes de riesgo intermedio las dos opciones
podrian ser aceptadas (QT/Alo-TPH).

Tabla I-3. Expresion de marcadores citoplasmaticos y de superficie celular para el diagndstico
de LMA.

Estirpe celular Marcadores

Precursores CD34, CD117, CD33, CD13, HLA-DR
Granulocitos CD65, MPO citoplasmatica
Monocitos CD14, CD36, CD64

Megacariocitos CD41, CD61

Eritroides CD235a (glicoforina A), CD36

HLA-DR, “human leukocyte antigens”; MPO, Mieloperoxidasa; (adaptada de (Dohner et al. 2017).

La proliferacion de blastos en una localizacion extra-medular (también conocida como
“cloroma”), puede ser una manifestacion mas de la LMA, tanto al diagnéstico, como en la
recaida y puede ser la Unica expresion de LMA en un paciente de nuevo diagnéstico, entidad
reconocida en la clasificacion WHO 2016 como sarcoma mieloide (Arber et al. 2016). El
diagnéstico de la presentacién extra-medular requiere de técnicas de imagen, como la
tomografia axial computerizada (TAC), la resonancia magnética nuclear (RMN), la tomografia
por emisién de positrones (PET) o combinaciones como PET-TAC. La afectacion del sistema
nervioso central (SNC) en pacientes con LMA tiene una incidencia de aproximadamente 3%
(NCCN-v3.2022 2022), aunque algunas publicaciones recientes sugieren que puede llegar al
20-30% (Rozovski et al. 2015);(Del Principe et al. 2018). Se debe realizar puncion lumbar y
administracion de QT intratecal a los pacientes con sintomas neurol6gicos al diagnéstico (tras
prueba de imagen que no contraindiquen su realizacion y que permitan descartar afectacion
parenquimatosa y/o leptomeningea). En los pacientes con riesgo de afectacién del SNC al
diagnéstico, que son aquellos con morfologia monocitica, recuento total de leucocitos >40.000
células/pl, FLT3 positivos, afectacién extramedular y en leucemia aguda de fenotipo mixto
(NCCN v2.2022 guidelines) se realiza la puncion lumbar y administracion de profilaxis con QT
intratecal (metotrexato, citarabina e hidrocortisona) tras un primer ciclo de QT y una vez
confirmada la remisién (para evitar contaminacién de SP).

Al mismo tiempo que se diagnostica la LMA se evalla la situacion basal del paciente,
conociendo las comorbilidades, incluyendo la evaluacion de la funcién cardiaca mediante
pruebas de imagen como la ecocardiografia, para valorar la utilizacion de antraciclinas y/o
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farmacos cardiotoxicos y calcular la mortalidad asociada al tratamiento con QT y/o Alo-TPH

(Sorror et al. 2017) para decidir si el paciente es candidato a tratamiento intensivo, en especial
en pacientes de >60-65 afos.

Igualmente, en paralelo al diagndstico se realizan pruebas de histocompatibilidad o estudio
del tipaje HLA (antigeno leucocitario humano) a todos los pacientes con LMA que puedan ser
candidatos a Alo-TPH en primera remision para iniciar la valoracién de los posibles candidatos
como donantes disponibles para el paciente.

La LMA puede aparecer: i) de novo, o ii) de forma secundaria (s-LMA) en pacientes con
antecedentes de neoplasia hematolégica, como SMD y/o NMP o que hayan recibido
tratamiento con QT y/o radioterapia (RT) por una neoplasia previa, LMA asociada a
tratamiento (t-LMA) entidad reconocida hasta ahora por la OMS (Arber et al. 2016).

En resumen, la evaluacién inicial de los pacientes con LMA tiene fundamentalmente 2
objetivos: i) determinar las caracteristicas biologicas de la enfermedad, que va a proporcionar
informacion prondstica, de sensibilidad a la QT y riesgo de recaida como son la exposiciéon
previa a QT y/o RT, antecedentes de neoplasia hematoldgica, alteraciones citogenéticas y/o
moleculares, y ii) identificar factores especificos del paciente que pueden afectar a la
capacidad individual de tolerar la QT y/o Alo-TPH, como la edad y/o la presencia de
comorbilidades (Sorror et al. 2017). Ambos objetivos son fundamentales para decidir el
tratamiento.

2.3. CLASIFICACION

Como se ha mencionado anteriormente, la LMA es una enfermedad compleja y heterogénea,
con variabilidad clinica y biolégica que influye en la respuesta al tratamiento y/o posible
recaida. Por ello, es importante una vez confirmado el diagnéstico, clasificar la enfermedad y
estratificar a los pacientes en grupos de riesgo que nos permitan decidir el mejor tratamiento
post-remision en funcién de dicho riesgo.

Histéricamente, la primera clasificacién de la LMA fue el sistema descriptivo franco-américo-
britanico (FAB) (Bennett et al. 1976), basado en el tipo de célula afectada y en el grado de
diferenciacién determinado por la citomorfologia. Esta clasificacion se ha mantenido vigente
hasta principios de los afios 2000.

Entre 1990 y 2003 se publicaron las primeras recomendaciones para el diagnéstico y
evaluacion de la respuesta de los pacientes con LMA con el fin de estandarizar y asi ayudar
a la interpretacion de los datos clinicos de forma més objetiva y comparacion de resultados
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entre diferentes ensayos clinicos. La tabla 1-4 muestra las definiciones de los criterios de
respuesta (Cheson et al. 1990);(Cheson et al. 2003).

Tabla I-4. Criterios de respuesta en LMA.

Categoria Definicion Comentario

Respuesta

La sensibilidad puede variar en funcién del

Remision Completa y no evidencia de LMA,; marcador estudiado y de la metodologia.

enfermedad minima residual negativa.

RC.EMR- ; ; : Realizar estudios en laboratorios
(marcador molecular o citometria de flujo) experimentados
<5%blastos en MO; No blatos en SP, no enfermedad
RC extramedular EMR positiva o desconocida

Neutréfilos > 1000 /ul; Plaquetas >100.000/ul

Cumple todos los criterios de RC, excepto
RCi recuperacion incompleta (Neutréfilos < 1000/ul o
Plaguetas < 100.000/ul)

5% blastos en MO; ausencia de blastos con bastones  La MO no debe estar aplasica; al menos 200
MLFS de Auer, ausencia de enfermedad extramedular; células contabilizadas o
recuperacion hematolégica no es requerida celularidad > 10%

Criterios hematolégicos de RC; descenso del % de
RP Blastos en MO del 5-25%; descenso del % de Blastos De interés en Ensayos clinicos
con respecto al diagnéstico del 50%

Fallo de respuesta

No RC o no RCitras 2 ciclos de QT.

Refractario . ) .
Excluidos pacientes con muerte en aplasia o por otras

Primario
causas
Muerte en Muerte > 7 dias tras finalizar QT, en aplasia post-QT,
aplasia sin evidencia de LMA

Muerte antes de finalizar QT o 7 dias después, o
muerte 7 dias de finalizar QT, pero sin blastos en SP y
MO no disponible

Muerte de causa
indeterminada

EMR-, enfermedad minima residual negativa; MLFS, “morphologic leukemia free status”; MO, médula 6sea; RC,
remision completa; RCi, remisidbn completa con recuperacién hematoldgica incompleta;

RP, respuesta parcial; SP, sangre periférica.

En 2001, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Arber 2001) desarroll6 un nuevo sistema
de clasificacidn que incluia la citogenética, la evidencia o no de displasia y su correlacion con
los subtipos de la clasificacion FAB. Esta clasificacién ha ido evolucionando a medida que se
han ido conociendo las caracteristicas citogenéticas y moleculares de la LMA, con una primera
actualizacibn en el 2008 que integraba por primera vez aspectos genéticos,
inmunofenotipicos, bioldgicos y clinicos de la LMA. Esto permitid definir “entidades
especificas” de la enfermedad, con un comportamiento bioldgico y clinico mas homogéneo,
como las LMA con alteraciones genéticas recurrentes Swerdlow (Swerdlow et al.
2008);(Campo et al. 2011); (Dohner et al. 2010). Desde entonces han sufrido diferentes
variaciones adaptandose al avance del conocimiento en este campo.
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La disponibilidad de técnicas de secuenciacién masiva (Cancer Genome Atlas Research et al.
2013);(Papaemmanuil et al. 2016) han ido revelando y validando nuevas alteraciones

moleculares con relevancia clinica y pronéstica, lo que llevé a una nueva actualizacion de la
clasificaciéon de la WHO en el 2016 (Arber et al. 2016) de las neoplasias mieloides y leucemias
agudas con las siguientes categorias (Tabla I-5): i) LMA con alteraciones genéticas
recurrentes, ii) LMA con cambios relacionados con mielodisplasia, iii) LMA relacionadas con
terapia, iv) LMA NOS (“Not otherwise specified”), v) Sarcoma mieloide, vi) Proliferaciones
mieloides relacionadas con sindrome de Down vii) Neoplasia blastica de células dendriticas
plasmocitoides, y viii) Leucemia Aguda de linaje “ambiguo” ix); Neoplasias mieloides
asociadas a linea germinal.

En 2022, de nuevo se ha actualizado la clasificacion de la OMS (“5" WHO classification of
myeloid neoplasms”) (Khoury et al. 2022). y se ha publicado una nueva clasificacién ICC
(“International Consensus Classification”) (Dohner et al. 2022), enfatizando ambas, en la
integracion del analisis molecular en la practica clinica diaria. Las diferencias entre la ICC y
las principales revisiones del anterior sistema de la OMS de 2016 plantean tanto retos como
oportunidades para la atencion y la investigacion clinica (Shimony et al. 2023), pero no son
incluidas en la revisién por ser nuestro estudio previo a estos cambios.
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Tabla I-5. Clasificacion de LMA WHO 2016 (Arber et al. 2016).

LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA (LMA) y NEOPLASIAS RELACIONADAS

LMA con anomalias genéticas recurrentes

LMA con t (8;21) (922; g22.1); RUNX1-RUNX1T1

LMA con inv (16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1,;922); CBFB-MYH11

LMA con PML-RARA

LMA con t(9;11) (p21.3;g23.3); MLLT3-KMT2A

LMA con t(6;9) (p23;934.1); DEK-NUP214

LMA con inv (3)(q21.3926.2) 0 1(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM

LMA (megacarioblastica) con t(1;22) (p13.3;913.3); RBM15-MKL1

Entidad provisional: LMA con BCR-ABL1

LMA con NPM1 mutado

LMA con mutaciones bialélicas CEBPA

Entidad provisional: LMA con RUNX1T mutado
LMA con cambios relacionados con mielodisplasia

Neoplasias mieloides relacionadas con tratamiento (t-LMA)
LMA sin especificar
LMA con minima diferenciacion
LMA sin maduracion
LMA con maduracion
Leucemia mielomonocitica aguda
Leucemia monocitica/monablastica aguda
Leucemia eritroide pura
Leucemia megacanoblastica aguda
Leucemia aguda basofilica
Panmielosis aguda con mielofibrosis
Sarcoma mieloide
Proliferaciones mieloides relacionadas con sindrome de Down
Mielopoyesis anormal transitoria
Leucemia mieloide asociada a sindrome de Down
Neoplasia de células dendriticas blastica
Leucemia aguda de linaje ambiguo
Leucemia aguda indiferenciada
MPAL con t(9;22)(g34 .1;q11.2); BCR-ABL1
MPAL con t(v;119q23.3); reordenamiento KMTA2A
MPAL B/mieloide, neoplasia sin especificar
MPAL T/mieloide, neoplasia sin especificar
Neoplasia mieloide con predisposiciéon en linea germinal sin enfermedad previa o disfuncion de érgano
LMA con CEBPA mutado (linea germinal)
MNeoplasia meloide con mutacién en DDX41
Neoplasia mieloide con predisposicion en linea germinal y alteracion plaquetaria prexistente
Meoplasia mieloide con mutacion en linea germinal de RUNX1
Meoplasia mieloide con mutacion en linea germinal de ANKRD26
Meoplasia mieloide con mutacion en linea germinal de ETVE
Neoplasia mieloide con predisposicion en linea germinal y disfunciéon de érgano
MNeoplasia mieloide con mutacion en linea germinal de GATAZ2
MNeoplasia mieloide asociada a sindromes de fracaso medular
Leucemia mielomonocitica juvenil con neurofibromatosis, Sindrome Noona, Sindrome Noonan-like con neurofibromatosis

MNeoplasia Mieloide asociada con sindrome de Down
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2.4. FACTORES PRONOSTICOS Y ESTRATIFICACION DE RIESGO

Los factores pronosticos en la LMA pueden dividirse fundamentalmente en dos grupos: los
relacionados con el paciente y los relacionados con las caracteristicas biolégicas de la LMA.
Dentro de los relacionados con el paciente, la edad avanzada es un factor prondstico adverso
independiente, pero el estado funcional y la presencia de comorbilidades son los que influyen
directamente en las decisiones terapéuticas (Appelbaum et al. 2006);(Sorror et al. 2017).

Al diagnostico, los factores relacionados con la LMA incluyen: el recuento total de leucocitos,
la existencia de neoplasia hematolégica previa (s-LMA), la exposicion previa a citotoxicos y/o
radioterapia (t-LMA), la caracterizacion genética (citogenética y marcadores moleculares en
células leucémicas al diagnéstico) y la respuesta a la terapia de induccién.

Las caracteristicas bioldgicas de la LMA se van a definir por los resultados de la citogenética
y alteraciones moleculares presentes al diagnéstico. El estudio citogenético distribuye a los
pacientes en 3 grandes grupos de riesgo (tabla I-1) como se ha comentado en el diagndstico
(Grimwade et al. 2010).

Los pacientes con LMA con alteraciones citogenéticas como son t(8;21) (q22;922): RUNX1-
RUNX1T1 e inv(16)(p13g22) o t(16;16)(p13;922): CBFB-MYH11, grupo denominado “Core
Binding Factor Leukemia” (CBF), se asocian con una evolucién relativamente favorable, con
una alta probabilidad de respuesta y curacién con QT. Igualmente en el grupo citogenético
favorable estan los pacientes con LPA con t(15;17)(g22;921); PML-RARA con alta tasa de
curacion (Sanz et al. 2019).

Sin embargo, los pacientes con alteraciones citogenéticas tales como las deleciones 3q
(abn(3q)), y 59 (del(5q)), monosomias de los cromosomas 5 y/o 7 (-5/-7), 0 con un cariotipo
complejo (=3 anormalidades no relacionadas, no incluidas en el subgrupo de LMA con
anomalias genéticas recurrentes) se asocian con un pronostico adverso (Grimwade et al.
2010). Por otra parte, los pacientes con cariotipo monosémico (MK), definido como =2
monosomias 0 una Unica monosomia junto a la presencia de anomalias estructurales,
constituyen un subgrupo de LMA con un pronéstico extremadamente adverso (Medeiros et al.
2010).

La principal limitacién de la citogenética es que hasta un 50% de los pacientes con LMA son
clasificados dentro del grupo intermedio (Tabla I-1), con hasta un 40-50% de ellos con
cariotipo normal/desconocido (no crecimiento de metafases), siendo los resultados clinicos
muy distintos en este subgrupo de pacientes. La identificacion y validacién de nuevas
mutaciones genéticas con repercusion prondstica, permite clasificar mejor a los pacientes con
LMA inicialmente incluidos dentro del grupo intermedio segin el riesgo citogenético
molecularmente muy heterogéneo.
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Las mutaciones en los genes NPM1, FLT3, y CEBPA, de forma individual o combinada, se

han asociado con la respuesta al tratamiento en pacientes con citogenética normal. En la
actualidad, el andlisis citogenético y el estatus mutacional al diagndstico “mutaciones
moleculares”, se realiza de forma integral, aportando informacién, en particular en LMA con
citogenética normal.

En 2010 la ELN propuso una estratificacion de los pacientes con LMA (sin incluir a los
pacientes con LPA, con recomendaciones publicadas de forma separada) en base a la
citogenética y a los marcadores moleculares al diagndstico (Dohner et al. 2010);(Sanz et al.
2019))

Tabla I-6. Clasificacion del riesgo ELN 2017 (adaptada de (Dohner et al. 2017)).

Categoria de riesgo

Favorable 1(8;21)(g22;922.1); RUNX1-RUNX1T1
NPM1 mutado y FLT3-ITD"a"
NPM1 mutado, FLT3 no mutado o FLT3-ITD'%
CEBPA mutado bialélico

Intermedio NPM1 mutado y FLT3-ITD"ah
NPM1 no mutado, FLT3 no mutado o FLT3-ITD""
(sin lesiones genéticas de riesgo adverso)
t1(9;11)(p21.3;923.3); MLLT-KMT2A
Alteraciones citogenéticas no clasificadas como riesgo adverso

Adverso 1(6;9)(923;934.1); DEK-NUP214
t(v;11923.3); reordenamiento KMT2A
t1(9;22(934.1;q11.2); BCR-ABL
inv3(q21.3026.2) o0 t(3;3) (q21.3;q26.2); GATA2,MECOM(EV1)
-5 o del(5q); -7; -17/abn (17p)
Cariotipo complejo, cariotipo monosémico
NPM1 no mutado y FLT3-ITDM"
RUNX1 o ASXL1 o TP53 mutado

Esta primera estratificacién clasificaba a los pacientes con LMA en cuatro grupos de riesgo:
favorable, intermedio (niveles 1 y I) y adverso (Dohner et al. 2010), estableciendo una relacién
entre la severidad del prondstico y las caracteristicas citogenéticas y moleculares de la LMA.
Dicha revision fue ampliamente aceptada y actualizada en el 2017 (Dohner et al. 2017)
clasificando a los pacientes en tres grandes grupos de riesgo (favorable, intermedio, adverso)
(Tabla 1-6) con implicacidon pronostica y terapéutica. La mayor disponibilidad de nuevas
técnicas en el diagndstico y seguimiento de la EMR, han permitido ampliar el conocimiento de
las alteraciones moleculares en la LMA y la incorporacion de nuevos farmacos en las
estrategias de tratamiento, lo que ha propiciado realizar una nueva revisién y actualizaciéon
tanto de la clasificacién, como recomendaciones de tratamiento y seguimiento de la LMA por
parte de la OMS (Khoury et al. 2022) y de la ELN (Dohner et al. 2022). Por ser nuestro proyecto
de tesis anterior a estos cambios, no profundizamos mas en las modificaciones que suponen
esta nueva clasificacion y basamos nuestro estudio en las anteriores versiones disponibles de
ambas (Arber et al. 2016);(Dohner et al. 2017).
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2.5. TRATAMIENTO DE LA LMA

2.5.1. Generalidades del tratamiento

El inicio de tratamiento puede ser urgente en determinados pacientes, como son aquellos con
rapida proliferacion de blastos (hiperleucocitosis) y/o sindrome de lisis tumoral o con
coagulacion intravascular diseminada asociada a la LMA, por la necesidad de controlar
complicaciones con riesgo vital directamente relacionadas con la actividad de la enfermedad
y que, a pesar del tratamiento de soporte que se establezca no se van a controlar hasta el
inicio de la QT.

El tratamiento convencional con QT intensiva no ha variado en las Ultimas cinco décadas, si
bien los resultados han mejorado debido a los progresos en el tratamiento de soporte y
cuidados generales de los pacientes con LMA. El primer paso es valorar qué pacientes son
candidatos a QT intensiva y, para ello, se debe determinar la mortalidad relacionada con el
tratamiento. Aunque la edad es un factor importante, seran el “performance status” y las co-
morbilidades los factores que mas pesen en la decisién. Ademas, en los pacientes mayores
de 60 afios, tiene mucho valor la caracterizacion genética de la LMA, ya que aquellos con
riesgo adverso (Appelbaum et al. 2006; Dohner et al. 2017; Dohner et al. 2022), tienen mayor
probabilidad de aparicion de quimiorresistencia y la toxicidad y la alta mortalidad que implica
la QT intensiva no compensa la probabilidad de alcanzar RC

Para los pacientes candidatos a QT intensiva, el tratamiento se divide en dos partes; una
primera parte que es la administracion de QT de induccién para alcanzar la remision y una
segunda parte que es el tratamiento post-remision cuyo objetivo es la curacion. Con la QT de
induccién se pretende controlar y disminuir la carga tumoral, de tal forma que se alcance RC
morfologica (definida como <5% blastos en MO) y que puede conseguirse tras 1 6 2 ciclos de
QT. Los pacientes que no alcancen RC tras 2 ciclos por definicion y de acuerdo a los criterios
de respuesta se catalogan como refractarios, es decir son pacientes quimioresistentes. Esta
primera parte del tratamiento es importante porque aporta informacién sobre la tolerancia del
paciente al tratamiento intensivo (y por lo tanto la probabilidad de tolerar el tratamiento post-
remision) y sobre la quimiosensibilidad de las células leucémicas.

El tratamiento post-remisién se decide en funcién de la edad y del potencial riesgo de recaida
establecido segun la estratificacion del riesgo (ELN 2017/ELN2022 en la actualidad), asi como
la respuesta a la QT de induccién y la situacion clinica del paciente. Asi, los pacientes de
riesgo intermedio/alto son candidatos a tratamiento post-remisién con Alo-TPH en primera RC
y los pacientes riesgo favorable podrian alcanzar la curaciéon sélo con QT (habitualmente 2-4
ciclos de citarabina en monoterapia en dosis intermedias/altas). En este subgrupo se incluyen
pacientes con CBF-LMA [t(8;21); inv16; t(16;16)], LMA-NPM1 (en ausencia de mutaciones
FLT3) y LMA con mutaciones localizadas en el marco de lectura de la region “zipper” CEBPA
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(Wakita et al. 2022), en los cuales es fundamental una respuesta adecuada al tratamiento, es
decir, deben alcanzar RC tras un primer ciclo de QT y/o RC y EMR negativa tras 2 ciclos, para
continuar la consolidacion con QT sin Alo-TPH, ya que la respuesta al tratamiento ha
demostrado tener valor prondéstico, de tal forma que la persistencia de EMR positiva tras 2
ciclos aumentan el riesgo de recaida/progresion a pesar de las caracteristicas biolégicas
iniciales de la LMA (Schuurhuis et al. 2018);(Jongen-Lavrencic et al. 2018);(Dohner et al.
2022).

2.5.2. QT de induccion

La QT de induccion, como se ha comentado en la introduccién, se basa en la combinacién de
citarabina en infusion iv continua durante 7 dias y una antraciclina (daunorrubicina,
idarrubicina o mitoxantrona) iv durante 3 dias, esquema “7+3” (Yates et al. 1973).

La citarabina es un analogo de nucle6sido (anadlogo de pirimidina), fundamental en el
tratamiento de la LMA. Tras la captacion celular, es convertida en el metabolito activo en forma
“trifosfato” = Ara-CTP (Figura I-1), que ejerce su actividad antileucémica inhibiendo la sintesis
de ADN en las células en proliferacion. Es un farmaco especifico, que actua en la fase “S” del
ciclo celular.
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Figural-1. Representacion esquematica de la captacion y metabolismo de los analogos de nucledsidos
y antraciclinas. 5-NT, 5 -nucleotidasa; AKR, aldo-ketoreductasa; ATC, antraciclinas; CBR, carbonil
reductasa; CNTSs, transportadores concentrativos de nucledsidos; ENTSs, transportadores equilibrativos
de nucleédsidos; NQO1, NADPH deshidrogenasa 1; OATPs, transportador de aniones orgénicos
polipeptidicos; TOP, topoisomerasa. Modificado de (Marin et al. 2016).
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La idarrubicina (Ida) es una antraciclina (antibiotico antitumoral derivado de la daunorrubicina)
que inhibe la sintesis del ADN al intercalarse entre los pares de bases de ADN e inhibir la
actividad de la topoisomerasa Il (Figura I-1). También actia mediante la produccion de

radicales libres y la interferencia con el ciclo celular en G2.

2.5.3. QT post-remision

Desde finales de los 90, la administracién de varios (3-4) ciclos de citarabina en dosis altas
(HIDAC, del inglés “high doses Ara-C”) ha sido el tratamiento estandar post-remision (o
consolidacion) para los pacientes candidatos a QT intensiva con riesgo bajo/intermedio,
basado en el estudio del CALGB (Mayer et al. 1994) (Tabla I-7).

Tabla I-7. Algoritmo de tratamiento recomendado en pacientes con LMA candidatos a QT intensiva.

Candidatos a Quimioterapia (QT) intensiva

Tratamiento de induccién: 7 + 3 (todas las edades)

3 dias de antraciclina iv (daunorrubicina al menos 60/mg/m?/d; idarrubicina 12 mg/m?/d,;
mitoxantrona 12 mg/m?/d)

7 dias de infusién continua de citarabina iv (100-200 mg /m?/d)

Tratamiento post-Remision

Joévenes 18-60/65 afos Mayores de 65 afios
2-4 ciclos HIDAC Favorable 2-3 ciclos IDAR (500-1000
mg/m?/dia) dias 1,3,5
Alo-TPH No esté establecido el valor del
2-4 ciclos HIDAC Intermedio tratamiento de la QT intensiva#
HIDAC + Auto-TPH* Considerar Alo-TPH si el paciente

tiene un bajo riesgo de
HTC-comorbilidad
Alo-TPH Adverso

Alo-TPH, trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos; d, dia; HIiDAC: dosis altas de Ara-C;
HTC: comorbilidad trasplante hematopoyético; IDAR: dosis intermedias de Ara-C; iv, intravenoso; TPH:
trasplante progenitores hematopoyéticos;. *practicamente en desuso. *En la actualidad otras opciones
como el mantenimiento se pueden plantear cuando no sean candidatos a Alo-TPH. (adaptado de
(Dohner et al. 2017)).

Cuando se habla de HiDAC, se hace referencia a la administracion de 6 dosis de citarabina,
3 g/m? cada 12 horas iv en 2-3 horas, los dias +1, +3 y +5, con una dosis total de 18 g/m?/ciclo.
La principal limitacién a estas dosis, es la neurotoxicidad, que puede ser grave especialmente
en pacientes de mayor edad, en los que no se deben superar los 6-9 g/m? totales por ciclo.
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Se han realizado multiples estudios con distintas dosis y patron temporal de administracion

de citarabina con el objetivo de optimizar las altas dosis del farmaco y disminuir sus efectos
secundarios, en especial la neurotoxicidad, que puede ser severa hasta en un 12% de los
casos con 3 g/m2. Los estudios realizados por los grupos HOVON/SAKK, de Holanda y
Alemania (Lowenberg et al. 2011), y por el grupo inglés MRC AML15 (Burnett et al. 2013)
sugieren que dosis de 3 g/m? de citarabina no consiguen mejores resultados que dosis mas
bajas (1.5-2 g/m?). Por ello, las actuales guias de tratamiento aceptan dosis mas bajas de
citarabina como tratamiento post-remision, con el objetivo de disminuir la toxicidad. De hecho,
en los pacientes mayores de 60 afios candidatos a QT intensiva no se recomienda superar
los 6 g/m? totales por ciclo.

2.5.4. Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos

El Alo-TPH, en cualquiera de sus variedades, en funcion de la fuente de progenitores
hematopoyéticos (MO, SP, sangre de cordén umbilical) y/o tipo de donante (familiar HLA-
idéntico; donante no emparentado, haploidéntico) tiene una gran relevancia en el tratamiento
de la LMA. Es considerado efectivo y la opcién con mas posibilidad de obtener curacién, como
tratamiento post-remision en 12 RC o posteriores, sin embargo la mortalidad relacionada con
el trasplante puede comprometer su efecto beneficioso, por ello debe indicarse en pacientes
con un alto riesgo de recaida, como son los pacientes con riesgo alto y/o intermedio segun la
clasificacion de riesgo de la ELN2017 y cuya situacién basal, comorbilidades cumplan los
criterios establecidos para disminuir al maximo la mortalidad relacionada con el trasplante
(Sorror et al. 2017). El efecto antileucémico ofrecido por el Alo-TPH (alo-reactividad=
reactividad injerto contra leucemia) no ha sido superado hasta el momento por otro tratamiento
una vez alcanzada la RC (Cornelissen et al. 2005). Las complicaciones secundarias al
trasplante, en relacién con la disparidad donante-receptor, edad y toxicidad de la QT y/o RT
utilizadas como acondicionamiento para el trasplante, suponen un alto precio en términos de
morbi-mortalidad y por ello el Alo-TPH produce sélo una mejora limitada en la supervivencia
global a pesar de reducir el riesgo de recaida. Por lo tanto, es muy importante identificar a los
pacientes con LMA que se pueden beneficiar del Alo-TPH.

2.5.5. Pacientes no candidatos a QT intensiva

Hasta hace pocos afos, los pacientes no candidatos a QT intensiva pasaban a tratamiento de
soporte, con hemoterapia, cobertura infecciosa y/o en aquellas LMA mas proliferativas
hidroxiurea o citarabina en dosis bajas (del inglés, “low doses ara-C”, LDAC) para controlar
sintomatologia asociada, lo que implicaba una supervivencia global de 3-6 meses. La
introduccion del uso de HMA, como la decitabina y la azacitidina (analogos de purina), nos
permitié ofrecer tratamiento a este grupo de pacientes por su tolerancia, ventajas de
administracion ambulante, y aumento en la calidad de vida, pero con un bajo porcentaje de
respuestas completas y corta duracion de la respuesta (Tabla 1-8). Afortunadamente, los
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resultados de diferentes estudios combinando HMA con el inhibidor oral de Bcl2 (Venetoclax)

han confirmado un beneficio tanto en el porcentaje, como en la duracién de la respuesta de
esta combinacion que se ha convertido en el tratamiento estandar para los pacientes no
candidatos a QT (tabla I-9) y se presta a combinaciones con nuevos agentes (inhibidores de
FLT3, immunoterapia...) que podrian claramente mejorar los resultados obtenidos hasta la
fecha (Daver et al. 2020; DiNardo et al. 2020; DiNardo et al. 2020).

Tabla 1-8. Algoritmo de tratamiento previamente recomendado en pacientes con LMA no
candidatos a QT intensiva.

No candidatos a Quimioterapia intensiva

Azacitidina 75 mg/m?/d/sc x 7 dias cada 4 semanas hasta progresion

Decitabina 20 mg/m?/d/iv x 5 dias cada 4 semanas hasta progresion

20 mg/12 h/sc x 10 dias cada 4 semanas hasta progresion

Citarabina (dosis bajas) (No recomendado en pacientes con riesgo genético adverso)

Hidroxiurea para pacientes no candidatos a tratamiento o que

Tratamiento soporte )
no deseen tratamiento

iv, intravenoso; sc, subcutaneo. (adaptado de (Dohner et al. 2017)).

2.5.6. Nuevos tratamientos

Tras mas de 40 afios sin cambios relevantes, el panorama del tratamiento de la LMA esta
sufriendo cambios significativos con la aprobacion en los 5 dltimos afios de nuevos farmacos
por las agencias de regulacién americana (FDA de “Food and Drug Administration”) y europea
(EMA de “European Medicines Agency”), que han permitido incluso la incorporacion a la
practica clinica asistencial de algunos de ellos (tabla 1-9). Por ejemplo, el desarrollo de
inhibidores de FLT3 o inhibidores de IDH1 y 2, han mostrado resultados positivos tanto en
monoterapia como en combinacidén con QT. Asi, por primera vez en afios se han mejorado los
resultados del esquema clasico de induccién 7 +3 en combinaciéon con midostaurin en los
pacientes con LMA con FLT3 mutado (Stone et al. 2017);(Schlenk et al. 2019) y se ha
confirmado el beneficio del tratamiento de mantenimiento con sorafenib post-Alo-TPH
(Garciaz et al. 2023). El futuro se dirige hacia un tratamiento individualizado en funcién de las
caracteristicas genéticas y condicién clinica de los pacientes con LMA (Daver et al.
2020),(Dohner et al. 2022), (NCCN v3. 2022) con el continuo desarrollo de terapias dirigidas
e inmunoterapia y la puesta en marcha de multiples ensayos clinicos que prometen seguir
cambiando los algoritmos de tratamiento y ampliar las opciones terapéuticas tanto de los
pacientes candidatos a QT intensiva, como de no candidatos a QT intensiva y/o
guimioresistentes. (Tabla 1-9).
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- Gabriela Rodriguez Macias

= Sorafenib

El sorafenib es un farmaco aprobado por la FDA y la EMA para el tratamiento del carcinoma
renal, el carcinoma hepatocelular y el carcinoma de tiroides (Escudier et al. 2007);(Llovet et
al. 2008);(Haugen et al. 2016) y ampliamente utilizado, a pesar de que aun no se ha aprobado
su uso en el tratamiento de la LMA (multiples ensayos clinicos y utilizacion fuera de indicacion
bajo peticién). Es un compuesto que pertenece a la familia de inhibidores de receptores con
actividad tirosina kinasa (TKIs). En el caso de muchos de estos receptores de la membrana
plasmatica (TKRs), su actividad tirosina quinasa es crucial por su participacion en multiples
rutas de sefializacion celular implicadas en la evolucién y progresion de diferentes neoplasias
(incluida la LMA).

(rs)  (3m2)
Qf"‘/&
\Cytoplasm
Nucleus
Transcription

Proliferation
and survival

Figura 1-2. Representaciobn esquematica de los transportadores implicados en la captacion
(transportadores de cationes organicos, OCTSs), y eflujo (“ATP-binding cassette proteins”, ABCs) de
sorafenib, asi como dianas moleculares presentes en las células de leucemia mieloide. Modificado de
(Macias et al. 2018).

El sorafenib es capaz de unirse al receptor FLT3 (Figura 1-2), ademas de a RAS/RAF,
miembros de la familia del receptor del factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGFR y Kit) y del receptor 2 y 3 del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF).
De particular interés son las mutaciones en el gen FLT3, como FLT3-ITD o D835 FLT3-TKD,
gue implican la sobre-expresién y activacion constitutiva de esta quinasa y ocurre hasta en un
30% y en un 7-10%, respectivamente, de los pacientes con LMA (NCCN v2 2022). La

presencia de mutaciones en FLT3, en especial las que afectan al dominio ITD esta asociada
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a un mal prondstico, tanto por una mayor probabilidad de quimiorresistencia inicial, como por

corta duracion de la respuesta inicial y recaidas/progresion temprana tras el tratamiento.

El sorafenib y otros inhibidores de FLT3 han demostrado en multiples estudios pre-clinicos y
ensayos clinicos que pueden ser efectivos para el tratamiento de la LMA, especialmente
aquellos con mutaciones de FLT3 que afectan a ITD, aunque no es activo en los pacientes
con mutaciones en TKD. Los resultados iniciales han demostrado respuesta tanto en
monoterapia, como en combinacién con QT y en el mantenimiento post-Alo-TPH.

Desafortunadamente, la quimiorresistencia constituye también una de las principales
limitaciones del éxito del tratamiento con sorafenib en LMA. Los mecanismos por los cuales
se reduce la respuesta a este farmaco pueden ser multiples y no todos bien conocidos. El
transportoma definido como los transportadores de membrana expresados en cualquier
momento de la vida del tumor, juega un papel clave en la captacion y expulsion de farmacos
y por lo tanto esta directamente implicado en la cantidad de farmaco activo intracelular que
actle sobre su diana celular (Marin et al. 2016). OCT1 (gen SLC22A1) tiene un papel
fundamental en la captacion de sorafenib (Marin et al. 2016) y al menos en tumores solidos,
se ha descrito un descenso en la expresién de este transportador y la presencia de mutaciones
inactivantes (Herraez et al. 2013). Otros mecanismos de quimiorresistencia que implican
cambios en el transportoma como la sobre-expresion de multiples bombas de expulsion
pertenecientes a la superfamilia de proteinas “ATP binding cassette” (ABC), y la desregulacion
de transportadores de captacion de la superfamilia de transportadores de solutos (SLC, del
inglés “solute Carrier”) junto con la presencia de polimorfismos con pérdida de expresion se
asocian con disminucion de la sensibilidad al sorafenib en diferentes neoplasias (Shibayama
et al. 2011);(Tomonari et al. 2016);(Marin et al. 2012);(Tandia et al. 2017).

2.6. MECANISMOS DE QUIMIORRESISTENCIA EN LA LMA

2.6.1. Generalidades y clasificacion

La “resistencia a multiples farmacos” o fenotipo MDR, del inglés “multidrug resistance” es una
caracteristica comun en células tumorales (Marin et al. 2016) y constituye un problema grave
y frecuente en el tratamiento de los pacientes con LMA. A pesar de que hasta un 70-80% de
los pacientes con LMA tratados con QT de induccién pueden alcanzar RC, un alto porcentaje
de ellos recaen o progresan en 1 a 3 afios, lo que implica una baja supervivencia a largo plazo.
Asi pues, la quimiorresistencia es uno de los factores responsables del mal prondstico en
pacientes con LMA. La quimiorresistencia puede ser primaria, cuando existe antes de la
exposicion a los farmacos o adquirida, cuando se desarrolla 0 aumenta durante la exposicion
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al tratamiento. En algunos casos, la presion farmacolégica da lugar al desarrollo de resistencia

cruzada con otros agentes, incluso sin que estén relacionados estructuralmente.

La importancia de los diferentes mecanismos de quimiorresistencia (MOCs, del inglés

“‘mechanisms of chemoresistance”) en cada paciente y en cada momento (antes, durante y

después del tratamiento o en la recaida) es una cuestion de gran relevancia y poco conocida.
Se han descrito diversos MOCs que se han clasificado en varios tipos (Marin et al. 2016);(Briz

et al. 2017) (Marin et al. 2020) y que se representan esquematicamente en la Figura 1-3.
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MOC-1: Se refiere a los mecanismos que promueven una disminucién de la
concentracion intracelular de los farmacos, bien mediante la reduccion de la captacion de
los farmacos (MOC-1a) o por un aumento de la expulsiéon de los mismos (MOC-1b).
MOC-2: Incluye los mecanismos que disminuyen la proporciéon de farmaco activo en el
interior de las células, bien porque reducen la actividad de las enzimas implicadas en la
activacion metabolica de profarmacos, o bien porque aumentan la cantidad/actividad de
las enzimas responsables de la inactivacion de los agentes activos.

MOC-3: Debidos a cambios en la expresion o mutaciones en las dianas moleculares de
los farmacos, asi como activacion de vias de sefializacién o rutas metabdlicas alternativas
a las afectadas por el farmaco.

MOC-4: Engloba los mecanismos que aumentan la capacidad de reparacion del ADN en
las células tumorales, lo que promueve la aparicion de resistencia a los agentes
antitumorales cuyo mecanismo de accion se basa en la alteracion del ADN.

MOC-5: Incluye los procesos que desregulan el balance apoptosis/supervivencia, tanto
los que inducen la activacion del crecimiento celular mediante la reduccién de apoptosis
(MOC-5a) o que estimulan la activacion de las vias de supervivencia (MOC-5b).

MOC-6: Debidos a cambios en el microambiente tumoral, entre los que se incluyen la
hipoxia, la acidificacion y la liberacion de sustancias desde otras células vecinas, que
pueden reducir la repuesta a la quimioterapia.

MOC-7: Debidos a cambios fenotipicos entre tipos celulares, como la transicion epitelio-
mesenquimal (MET) o la aparicién de rasgos caracteristicos de células “stem”.
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MECHANISMS OF CHEMORESISTANCE
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Figura I-3. Representacion esquematica de los mecanismos de quimiorresistencia (MOCs) presentes
en una célula tumoral: reduccién de la concentracion intracelular del agente antitumoral, por una
disminucién de la captacion (MOC-1a) o un aumento de su expulsién (MOC-1b); alteraciones en el
metabolismo de los farmacos, bien por una menor activacién del profarmaco o mayor metabolismo del
agente activo (MOC-2); alteraciones en las dianas moleculares (MOC-3); cambios en el sistema de
reparacion del ADN (MOC-4); desregulacién de las rutas que desencadenan la apoptosis o implicadas
en la supervivencia celular (MOC-5); cambios en el microambiente tumoral (MOC-6); transicion
fenotipica entre tipos celulares (MOC-7) (Marin et al. 2016).

2.6.2. Transportadores de captacion de farmacos: MOC-1a

La mayoria de los farmacos utilizados para en el tratamiento de los pacientes con LMA tienen
sus dianas moleculares localizadas en el interior celular, por lo que para poder ejercer su
accién deben entrar en las células atravesando la membrana plasmatica. En solucion acuosa,
la mayoria de los farmacos estan cargados eléctricamente y, por lo tanto, no son capaces de
difundir libremente a través de la bicapa lipidica, sino que deben entrar en las células
tumorales a través de proteinas transportadoras de membrana. Estas proteinas pertenecen a
la superfamilia de proteinas de membrana “Solute Carrier” (SLC) que, en humanos, esta
formada por mas de 400 miembros organizados en 65 familias.

Una disminucién de la entrada de farmaco en la célula debido a la alteracion de la funcién y/o
expresion de los transportadores SLC responsables de su captacion reduce la cantidad de
farmaco activo en el interior celular, con la consecuente reduccién de la respuesta a al
tratamiento. Los transportadores de membrana mas relevantes en la captacion de farmacos
administrados en el tratamiento de la LMA se presentan en la Tabla I-10.
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Tabla I-10. Proteinas transportadoras y enzimas implicadas en quimiorresistencia en LMA. (Adaptado

de (Marin et al. 2016)).

Grupo de . Transportadores Enzimas
Quimioterapico Farmaco L. . . -, . L.
Captacién Eflujo Fase | (oxidacién) Fase Il (conjugacion)
Citarabina LRP, MRP8
(ara-C) ENT1 Esperable: MRP4/5 dCK, CDA, 5-NT
. Decitabina ENT1 dCK, CDA, 5-NT
Analogos de
nucleésidos 5-Azacitidina ENTL uCK, CDA
Fludarabina ENT1, CNT3 BCRP
- CNTs, MDR1, ABCB2/5, MRP3,
Doxorrubicina SLC22A16 BCRP. ABCA2/3 CBR1/3, AKR1A1/C3 NQO1
L - MDR1, ABCB2/5, MRP3, Esperable: CBR1/3, .
Antraciclinas Daunorrubicina  CNTs BCRP. ABCA2/3 AKRIAL/C3 Esperable: NQO1
- Esperable: CBR1/3, .
Idarrubicina CNTs MDR1 AKR1A1/C3 Esperable: NQO1
f f Etopdsido Esperable: MDR1,
Podofilotoxinas (VP-16) OCTN2 MRP2/3 CYP3A4, CYP3A5 UGT1A1, GSTP1, GSTM1
- Sorafenib OCT1 Esperable: BCRP CYP3A4 UGT1A9
Inhibidores de
tirosinakinasa o - tinib gﬂ’f{ab'e: Esperable: MDR1 CYP3A4 Esperable: UGT1A9

= Analogos de nucleosidos

Los analogos de nucledsidos son agentes quimioterapicos ampliamente utilizados en el
tratamiento de la LMA, destacando, entre otros los siguientes: citarabina, fludarabina,
clofarabina, azacitidina, decitabina y cladribina. El transporte de estos farmacos al interior de
las células leucémicas (blastos) se realiza fundamentalmente por medio de 2 familias de
transportadores de nucledsidos: los transportadores concentrativos (CNTs) y los
transportadores equilibrativos (ENTS). Entre todos ellos, se ha descrito que el ENT1 es el mas
abundante en blastos y en lineas celulares derivadas de LMA (Hummel-Eisenbeiss et al.
2013). Por ello, se considera al ENT1 el principal responsable de la captacion de citarabina y

de los inhibidores de metiltransferasa (5-azacitdina y decitabina).

Varios estudios han descrito que una reduccion de los niveles de expresién de ENT1 se
relaciona con la falta de respuesta de la LMA a los sustratos de ENT1. Asi, se ha encontrado
una disminucion de la expresion de ENT1 en blastos de pacientes con LMA en recaida y en
lineas celulares de LMA tras la exposicién a decitabina (Qin et al. 2009), asi como una
tendencia a la disminucion de los niveles de mMARN de ENT1 en blastos de pacientes con LMA
en recaida cuando se comparan con los niveles determinados al diagnéstico y una menor
supervivencia libre de enfermedad en pacientes con LMA con baja expresién de este
transportador (Galmarini et al. 2002). Ademas, otro estudio describié que los niveles de
expresion de mARN de ENTL1 se correlacionaban con la sensibilidad a la citarabina en blastos
de nifios con diagnéstico de LMA de novo (Hubeek et al. 2005).
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Otros anélogos de purinas también utilizados en el tratamiento de la LMA son fludarabina,

clofarabina y cladribina. Experimentos in vitro han demostrado que estos compuestos son
transportados por ENT1, ENT2 y CNT3 con diferentes afinidades (King et al. 2006). Asi, en la
leucemia linfatica crénica (LLC) se ha descrito que la captaciéon de fludarabina estd mediada
por ENTs (Molina-Arcas et al. 2003). Ademas, estudios in vitro en células humanas obtenidas
del tabulo proximal renal demostraron que el CNT3 tiene un papel clave en la captacion y
citotoxicidad de la fludarabina (Elwi et al. 2009) y que el ATRA puede aumentar la captacion
de las células de LLC resistentes a fludarabina mediante la induccion del trafico de vesiculas
gue contienen CNT3 desde el compartimento intracelular hacia la membrana plasmatica.
Aunque los niveles de CNT3 en LMA son bajos, se desconoce si una caida de los niveles de
este transportador puede asociarse a quimiorresistencia a la fludarabina.

= Aniones y cationes organicos

Varios transportadores de aniones o cationes organicos pueden estar implicados en el MOC-
la, ya que participan en la captacion de farmacos utilizados en el tratamiento de pacientes
con distintos tipos de leucemia, como el etopdsido y los TKis.

El transportador de cationes organicos/carnitina 2 (OCTN2, gen SLC22A5) es capaz de
transportar etoposido y, en pacientes pediatricos con LMA, tratados con esquemas que
incluyen etopoésido, se ha podido demostrar que los nifios eliminan elevados niveles de
carnitina en orina por inhibicion competitiva de la reabsorcion tubular de carnitina, la cual es
mediada por OCTNZ2.

El papel de los distintos transportadores en la captacion de imatinib por las células mieloides
no esta bien caracterizado. El OATP1A2 (gen SLCO1A2) es capaz de transportar imatinib y
se ha descrito que la presencia de algunos polimorfismos en OATP1A2 puede afectar a la
farmacocinética de este TKI en pacientes con leucemia mieloide cronica (LMC) (Yamakawa
etal. 2011).

El imatinib también es transportado por el transportador de aniones organicos 1 (OCT1, gen
SLC22A1), al igual que otros TKIs, como el sorafenib, utilizado en pacientes con carcinoma
hepatocelular y carcinoma renal y que, actualmente, también se utiliza en pacientes con LMA.
Se ha descrito que cambios en los niveles de OCT1 se relacionaban con la respuesta al
imatinib en pacientes con LMC y se ha propuesto que la deteccién de los niveles de OCT1
podria ser util para predecir la respuesta al tratamiento con TKls (Wang et al. 2008). Los
cambios en la funcionalidad de OCT1 también pueden afectar a la respuesta al imatinib.

El papel de OCT1 en el transporte de otras moléculas con actividad TK utilizadas en la LMA
como dasatinib y sunitinib, asi como de los nuevos inhibidores de FLT3 (midostaurina,
quizartinib, gilteritinib, o crenolanib), no se conoce bien. Se ha demostrado que los niveles
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intracelulares de dasatinib son mayores que los de imatinib en células con baja expresiéon de

OCT1 (Giannoudis et al. 2008), por lo que el dasatinib podria ser una alternativa para los
pacientes con bajos niveles de expresion de OCT1.

El sorafenib es un inhibidor multikinasa que también es sustrato de OCT1. Al menos en el
carcinoma hepatocelular se ha observado que su efecto depende de la expresion y funcion
de este transportador de las células tumorales (Herraez et al. 2013); ya que bajos niveles de
OCT1 y/o la presencia de formas aberrantes se relacionan con quimiorresistencia. Sin
embargo, hasta la fecha no se ha estudiado la contribucién de OCT1 en la resistencia del
sorafenib en la LMA.

2.6.3. Transportadores implicados en el eflujo de farmacos: MOC-1b

La quimiorresistencia de las células tumorales, incluidas las de LMA, puede deberse al
aumento de la actividad de proteinas de membrana implicadas en la expulsion de
xenobiéticos, es decir, al aumento de la salida de agentes activos hacia el exterior de la célula
mediante bombas de eflujo de la familia como ABC. La primera proteina de esta familia
identificada fue la P-Glicoproteina o “multidrug resistance resistance protein” 1 (MDR1, gen
ABCB1), cuya implicacion en la quimiorresistencia en numerosos tumores, incluida la LMA,
esta ampliamente aceptado desde hace afios (Efferth et al. 2001).

La bomba que confiere resistencia al cancer de mama (BCRP de “breast cancer resistance
protein”; gen ABCG2), pertenece a la familia G de proteinas ABC, y patrticipa en la defensa
frente a sustancias enddgenas y xenobidticos en muchos tipos de células epiteliales y su
sobre-expresién en células tumorales se asocia con quimiorresistencia (Noguchi et al. 2014).

Ofras proteinas de esta superfamilia ABC, como las “multidrug-resistance associated proteins”
(MRPs), contribuyen a la baja sensibilidad y/o respuesta a diversos farmacos mediante su
expulsion fuera de la célula leucémica (Tabla I-10). Por lo tanto, la determinacién de los niveles
de expresion de bombas ABC en las células leucémicas puede proporcionar informacion
sobre la falta de respuesta a la QT (Efferth et al. 2006). Un hallazgo interesante es la relacion
entre la expresion de determinados oncogenes y las proteinas ABC en varios tipos de
tumores; asi, en la LMC se ha visto que cMYC confiere un perfil transcripcional caracteristico
de bombas de expresién ABC en los progenitores hematopoyéticos (Porro et al. 2011). A
continuacion, se describe lo que se conoce del papel de las distintas bombas ABC en el eflujo
de farmacos empleados en el tratamiento de la leucemia.

= Anélogos de nucledsidos

Se ha propuesto que la MDR1 no confiere resistencia a los analogos de nucleésidos, como la
fludarabina, lo que podria justificar la utilidad de esquemas basados en este farmaco, como
su combinacién con citarabina y G-CSF (FLAG) para superar la resistencia a las antraciclinas
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cuando se expresan elevados niveles de MDR1 en las células leucémicas (Higashi et al.

2000)). Sin embargo, altos niveles de BCRP disminuyen la supervivencia libre de progresion
y aumentan la tasa de recaida en pacientes con LMA que reciben QT de induccién con
esquemas con fludarabina, lo que sugiere que la BCRP puede conferir resistencia a este
farmaco (Damiani et al. 2010). Por el contrario, la citarabina no es transportada por BCRP, ni
por MDRL1 y, por lo tanto, estas proteinas ABC no juegan un papel importante en la resistencia
a este farmaco en la LMA (Stam et al. 2004). Sin embargo, se ha descrito una menor
supervivencia global en pacientes con LMA tratados con citarabina en pacientes que
presentan niveles elevados de LPR o MVP (“lung resistance protein” o “major vault protein”,
respectivamente) una proteina de resistencia que no pertenece a la superfamilia ABC y que
actlia secuestrando al farmaco en lugar de expulsarlo de la célula (Filipits et al. 1998).

Las proteinas MRP4, MRP5 y MRP8 (genes ABCC4, ABCC5 y ABCC11, respectivamente) se
han asociado con el eflujo de nucleésidos enddégenos y algunos farmacos derivados de
nucledsidos, aunque existe cierta controversia sobre su participacién en quimiorresistencia;
elevados niveles de MRP8 en blastos de pacientes con LMA se han asociado con una baja
supervivencia, por lo que se ha sugerido que la determinacion de los niveles de MRP8 en
blastos podria utilizarse como marcador para predecir la respuesta a citarabina en estos
pacientes (Guo et al. 2009).

= Antraciclinas

El primer mecanismo de resistencia a antraciclinas caracterizado en células de LMA fue la
sobre-expresién de MDR1, asociado con una disminucién de la concentracion intracelular y
menor sensibilidad a este tipo de farmacos. Uno de los principales factores responsables de
esta desregulacion es la actividad de AML1-ETO, proteina de fusibn que aumenta la
capacidad de activar al gen ABCB1. La bomba MDR1 est4 implicada en el fenotipo MDR en
la medida en que favorece la salida de diferentes compuestos de las células tumorales, con
diferente estructura y mecanismos de accion (Marin 2012). Durante afos los niveles de
expresion elevados de MDR1 se han considerado como uno de los principales factores
prondsticos desfavorables en la respuesta a la QT de inducciéon en pacientes con LMA
tratados con regimenes basados en la administracién de antraciclinas (daunorrubicina o
idarrubicina) (Doxani et al. 2013);(Chauhan et al. 2012). Sin embargo, no siempre se ha
encontrado una relacion entre la sobre-expresion de MDR1 y el pronéstico desfavorable en
cuanto a la respuesta a la QT, al menos en pacientes pediatricos con LMA (Steinbach et al.
2003), lo que quizéas se deba a que la expresion de MDRL1 en células leucémicas aumenta
con la edad de los pacientes.

En pacientes de edad avanzada existe un aumento de la prevalencia de subpoblaciones con
fenotipo CD34 comparado con células CD34- (Shman et al. 2008). En pacientes mayores con
LMA que presentaban subpoblaciones con inmunofenotipo mieloide inmaduro con expresion
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de CD34, MDR1 y BCRP se ha descrito una menor tasa de RC tras tratamientos basados en

antraciclinas (van den Heuvel-Eibrink et al. 2007).

A pesar de la importancia pronéstica de la expresion de MDRL1 en la falta de respuesta de la
LMA a las antraciclinas, no se ha encontrado que esta bomba esté desregulada en pacientes
en recaida (van den Heuvel-Eibrink et al. 2002). Hasta la fecha estudios realizados con
inhibidores de MDR1 con el objetivo de revertir la quimiorresistencia secundaria a MDR1 no
han aportado beneficios relevantes (Mahadevan et al. 2004).

La expresion de ABCB5 ha sido propuesta como un prometedor marcador prondstico de
quimiorresistencia en LMA (Yang et al. 2012). En condiciones fisiolégicas se expresa
principalmente en piel sana, donde regula la “fusiéon” de progenitores de melanocitos. Esta
bomba se encuentra expresada en melanoma y adenocarcinoma, donde podria estar
implicada en la resistencia al 5-fluorouracilo (5-FU) y la doxorrubicina (Frank et al. 2005). La
expresion de ABCB5 es mas alta en células de LMA que en progenitores mieloides normales
(Frank et al. 2005) y se ha visto que estd mas expresada en células de LMA con un fenotipo
MDR y en pacientes con LMA con recaida tras tratamiento con tratamiento basado en
daunorrubicina (Yang et al. 2012).

Varias MRPs se han asociados también con quimiorresistencia a antraciclinas en maltiples
tumores. Asi, se ha descrito un aumento de la expresion de MRP1 en una linea de LMA
resistente a doxorrubicina (Baran et al. 2007) y se ha propuesto como un factor pronéstico de
guimiorresistencia en pacientes con LMA (Benderra et al. 2005).

Como ya se ha comentado, la sobre-expresion de BCRP se considera un problema
importante, ya que se ha visto que esta bomba es capaz de expulsar de diversos agentes
guimioterdpicos en distintos tumores (Noguchi et al. 2014) y también se ha sugerido que juega
un papel en la resistencia a las antraciclinas en LMA, por lo que su expresion en células
leucémicas se ha propuesta como un factor prondstico para alcanzar RC, supervivencia libre
de progresion (4 afios) y supervivencia global en pacientes tratados con daurnorrubicina y
mitoxantrona, pero no en los que reciben idarrubicina (Benderra et al. 2004).

Al contrario que MDR1 y MRP1, la expresién de BCRP se induce de forma significativa en
respuesta al tratamiento (van den Heuvel-Eibrink et al. 2002) y al igual que MDR1, BCRP se
expresa mayoritariamente en subpoblaciones de LMA con fenotipo de “stem cell’
(Suvannasankha et al. 2004). Elevados niveles de MDR1 y BCRP confieren a estas células
mayor guimiorresistencia y, por lo tanto, contribuyen a la recaida.

La eliminacion del agente quimioterapico del citoplasma por secuestro en compartimentos
celulares es un mecanismo del fenotipo MDR que limita el trafico entre compartimentos
subcelulares, incluyendo el nacleo y previene la interaccion del agente activo con el ADN. Los
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lisosomas y endosomas son sitios posibles para acumulacion de farmacos. Aunque esta

variante de MOC-1b ha sido demostrada para daunorrubicina, posiblemente muchos otros
farmacos pueden compartir este mecanismo de resistencia (Slapak et al. 1992);(Chapuy et al.
2008). Se ha encontrado una alta expresiéon de ABCA3 en la membrana de estos organulos
en células de LMA, mientras que en progenitores hematopoyéticos normales apenas se
detecta. La expresion de ABCA3 en lineas celulares implica una reduccion significativa en la
citotoxicidad tras la exposicion a multiples farmacos, incluida daunorrubicina.

Se considera que ABCAS3 tiene relevancia clinica porque se ha demostrado relacion entre
altos niveles de expresiéon de ABCA3 y una menor supervivencia libre de progresion y
supervivencia global en nifios con LMA (Steinbach et al. 2006). En pacientes con resistencia
a antraciclinas se ha encontrado una elevada expresion de otras proteinas intracelulares,
como ABCA2, ABCB2 y LRP (Bauer et al. 1998; Filipits et al. 1998).

= Etopoésido

La sobreexpresion de MDR1, MRP2 y MRP3 se considera que tiene gran importancia en la
refractariedad y desarrollo de resistencia a etopésido en distintos tumores (2010-Lagas-
20028753). Cierto papel de estas bombas, ademas de la BCRP, se ha propuesto en la
guimiorresistencia a etopdsido en LMA, aunque éste adn no se ha demostrado (van der Kolk
et al. 2002).

= |nhibidores de tirosina kinasa

Dada la capacidad de los transportadores ABC para exportar TKIs, como sorafenib o dasatinib
entre otros, su sobre-expresion en células tumorales puede disminuir la eficacia de estos
farmacos al reducir la cantidad de agente activo capaz de unirse a sus dianas terapéuticas en
el interior celular. Se ha descrito que MDRL1 transporta dasatinib y que BCRP puede restringir
el acumulo de sorafenib (Tang et al. 2013). Sin embargo, el impacto real de estos
transportadores en la LMA todavia esta por dilucidar.

2.6.4. Enzimas responsables del metabolismo de farmacos: MOC-2

Las enzimas que participan en el metabolismo de farmacos pueden jugar un papel clave en
guimiorresistencia, ya que también pueden alterar la cantidad de farmaco activo en el interior
celular. Algunos farmacos son administrados como pro-farmacos y necesitan ser
biotransformados para poder ejercer su efecto citostatico, por lo que cambios en los niveles
de expresion de las enzimas responsables de la activacion de pro-farmacos, asi como de la
inactivacion de farmacos pueden afectar tanto a la respuesta, como a la toxicidad, que puede
ser potenciada o reducida. Ademas, hay que tener en cuenta que muchos de los genes
incluidos en el MOC-2 son altamente polimérficos y la presencia de variaciones genéticas
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altera la actividad de estas enzimas. A continuacion, se resume la informacion disponible

hasta el momento para los diferentes tipos de farmacos utilizados en el tratamiento de la LMA.
= Analogos de purinas:

La citarabina y la decitabina, al igual que otros analogos de purinas, son compuestos, que
requieren ser fosforilados para convertirse en su forma activa como “trifosfatos” (Figura 1-1), y
ejercer su efecto citotdxico. En este estado de trifosfato pueden incorporarse a la hebra del
ADN e impedir su replicacion (Grant 1998). Para convertirse en el metabolito activo, estos
profarmacos requieren la actividad de tres enzimas con actividad quinasa (Lamba 2009):

e Desoxicitidina quinasa (dCK)
e Desoxicitidina monofosfato quinasa

¢ Nucleésido difosfato quinasa

Por otro lado, se encuentran las enzimas con actividad desaminasa que evitan la generacion
de los metabolitos activos:

e Desaminasas de analogos de nucleosidos y derivados monofosfatos.
e “5-NT”: 5 nucleotidasa citosoOlica, que previene la formacion de metabolito
trifosfato activo.

Por lo tanto, la proporcién de analogos de purinas farmacolégicamente activos depende del
balance entre los niveles de estas enzimas. Un aumento de la 5-NT o una disminucion de la
expresion de dCK en los blastos leucémicos puede afectar a la respuesta a estos farmacos 'y,
por lo tanto, a los resultados clinicos (Galmarini et al. 2003).

Se ha descrito una correlacién significativa entre la concentracién intracelular de citarabina y
la expresion del cociente dCK/5-NT mARN vy la sensibilidad a citarabina en los blastos de
pacientes con LMA. Estos resultados se han observado también en lineas celulares como HL-
60. También se ha demostrado una disminucion del cociente dCK/5-NT y producciéon de
citarabina-trifosfato en pacientes con LMA en recaida (Galmarini et al. 2004).

En lineas celulares se ha demostrado que una disminucion de la expresion de dCK puede ser
uno de los mecanismos de resistencia a decitabina debido a una menor incorporacién de la
forma activa de decitabina al ADN (Qin et al. 2009).

La sensibilidad a decitabina se correlaciona con la de citarabina, ya que ambas comparten la
misma enzima para el primer paso de su biotransformacién metabdlica, pero no con la
azacitidina, que utiliza la enzima uridina citidina quinasa, en lugar de dCK, para la primera
fosforilacion.
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En pacientes con LMA se ha investigado la existencia de variantes genéticas implicadas en la

formacion de metabolitos activos de citarabina con objeto de determinar su utilidad como
biomarcadores, para ayudar a los clinicos en las decisiones terapéuticas. Asi, el analisis de
polimorfismo de nucledtido Unico (SNPs) en el gen dCK en lineas celulares expuestas a
citarabina demostraron que la presencia de la variante p.lle24Val;c.70A>G confiere a las
células mayor sensibilidad al farmaco (Hartford et al. 2009). Igualmente, se han identificado
variantes en el gen CDA,; asi, la variante CDA*2 (p.lys27GIn; c79A>C) se ha asociado con una
mayor mortalidad en nifios tratados con citarabina (Bhatla et al. 2009) y, sin embargo, mayor
citotoxicidad en adultos (Abraham et al. 2012). En un estudio sueco en pacientes con LMA de
novo encontré una menor supervivencia global en individuos con las variantes ¢c.79A>C y c.-
451¢c>T del gen CDA. Este resultado fue peor en los pacientes FLT3 positivos (Falk et al.
2013). Por ultimo, la variante c¢.7A>G en el gen 5-NT, se ha relacionado con menor
supervivencia global en pacientes FLT3 negativos. La relevancia de los polimorfismos de dCK
y CDA vy la asociacién con los resultados en pacientes con LMA tratados con citarabina
también ha sido descrita en otros trabajos (Falk et al. 2013).

= Antraciclinas:

Uno de los mecanismos de resistencia a antraciclinas es el aumento del metabolismo mediado
por las enzimas detoxificantes carbonil-reductasa 1 (gen CBR1) y aldo/ceto reductasas
(AKR1Al, AKR1B1, AKR1B10, AKR1C3), que llevan a cabo la transformacion de grupos
“aldehidos o cetdnicos” en metabolitos hidroxilos menos potentes. La enzima AKR1C3 esta
sobre-expresada en multiples tipos de neoplasias, incluida la LMA (Birtwistle et al. 2009) y se
ha descrito que la induccién de AKR1C3 tras la exposicién a antraciclinas puede potenciar
resistencia intrinseca a estos farmacos (Hofman et al. 2014).

Aunque desde un punto de vista cuantitativo se considera menos relevante, las antraciclinas
también son reducidas por oxidorreductasas, incluida la NAD(P)H dehydrogenasa-quinona 1
(NQO1) para formar un radical semiguinona. Estudios en pacientes con LMA tratados con
esquemas con antraciclina y citarabina (con o sin etopdsido) demostraron que los pacientes
con polimorfismos en NQO1*2 (que anulan la actividad de la enzima) tienen peor respuesta a
la QT (Barragan et al. 2007).

= Etopdsido:

El citocromo P-450 (CYP) incluye un grupo de enzimas que participan en el metabolismo de
muchos compuestos y, en particular, la enzima CYP3A4 es la principal responsable de la O-
desmetilacion de epipodofilotoxinas, como el etopésido, en el metabolismo de catecol que
podra después ser oxidado a quinona por la mieloperosidasa (MPO), enzima abundante en
los progenitores hematopoyéticos. Ambos metabolitos actiian por unién a la topoisomerasa |l.
La inactivacion del etopésido y sus metabolitos ocurre por conjugacion con glucurénido,
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principalmente catalizada por UGT1A1 y por conjugacion con glutation mediada por glutation-
S-transferasas (GSTs) (O'Brien et al. 2000). La disminucion de GSTP1 o UGT1Al y la
presencia de polimorfismos se asocian con disminucién o ausencia de actividad de la enzima

confiriendo al tumor un fenotipo MDR, con disminucion de la aclaracién de VP-16 y por lo tanto
mayor toxicidad.

= |nhibidores de tirosina kinasa:

La CYP3A4 también es la principal enzima responsable del metabolismo de los TKIs 'y, por lo
tanto, afecta a la biodisponibilidad de estos farmacos. Participa en el metabolismo del
sorafenib generando al menos 3 metabolitos: el N-6xido sorafenib; el N-hidroxilmetil sorafenib;
y el N-desmetil sorafenib. EI N-6xido es el més activo de los tres y los otros dos se ha visto
que se eliminan rapidamente.

El sorafenib inhibe la enzima UGT1Al, afectando a la glucuronidacion de la bilirrubina
mediada por esta enzima. La presencia de polimorfismos en los genes de la familia UGT1A
altera la farmacocinética de UG1A9, lo que afecta a la concentracion de bilirrubina en suero.
Sin embargo, el sorafenib y su metabolito N-6xido son metabolizados por UGT1A9 a
metabolitos inactivos de la glucuronidasa. El sorafenib se tolera bien, pero los efectos
secundarios severos en algunos pacientes y la falta de respuesta en otros obliga a suspender
el tratamiento. Estas variaciones inter-individuales en la eficacia y toxicidad al sorafenib
podrian relacionarse con las diferencias en el aclaramiento del farmaco debido a la distinta
actividad de CYP3A4. Sin embargo, no hay estudios que relacionen los niveles de CYP3A4 y
la respuesta y/o toxicidad del sorafenib.
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3.1. MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1. Pacientes y muestras

Se incluyeron en el estudio 75 pacientes con nuevo diagnostico de LMA de 2 hospitales
espafioles: Hospital General Universitario Gregorio Marafién de Madrid y Complejo Asistencial
Universitario de Salamanca. Para ello se utilizaron muestras procedentes del estudio de
médula 6sea realizado al diagndstico de cada uno de los pacientes (excedente tras los
estudios necesarios para la correcta asistencia clinica).

El tratamiento y seguimiento de los pacientes se realizé en cada uno de los hospitales por los
médicos responsables del area. La seleccion de los pacientes, la recogida de las muestras y
el acceso a las historias clinicas fueron realizadas por un médico especialista en Hematologia
en cada centro hospitalario.

El protocolo de investigacion fue aprobado por los Comités Eticos de Investigacion Clinica
(CEIC) de ambos centros hospitalarios, y se obtuvo el consentimiento informado y por escrito
de los pacientes para el uso de las muestras en investigacion biomédica, de acuerdo con las
normas establecidas por dichos comités, siguiendo los acuerdos de la Declaracion de Helsinki
de 1975. Los datos personales, analiticos y clinicos derivados del estudio han sido tratados
con confidencialidad y seguridad, de acuerdo con la normativa basada en la ley 15/99 (RD
994/99).

Criterios de inclusion
Pacientes con nuevo diagnostico de LMA con las siguientes caracteristicas:

¢ Disponibilidad de muestra de blastos obtenidos de MO en el momento del diagnéstico
y tras cada uno de los ciclos de induccién 1y 2, para extraccion de ARN.

e Tratamiento inicial con QT de induccién 7+3 (citarabina 100-200 mg/m? en infusion i.v.
continua durante 7 dias e idarrubicina 12 mg/m? i.v. durante los 3 primeros dias).
Segundo ciclo igual o con dosis intermedias de citarabina administrada en 2-3 horas
i.v. (Figura MM-1).

e Seguimiento de los pacientes e informacion clinica disponible de la respuesta con
estudio de MO tras cada uno de los 2 ciclos de QT (Figura MM-1)
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Pacientes con LMA

de nuevo diagndstico Quimioterapia Quimioterapia
induccion 1 induccioén 2
(7+3) *

Terapia
consolidacion
con QT 0 AIo TPH

Muestra Muestra Muestra
médula 6sea médula 6sea médula 6sea
(diagnéstico) tras Ciclo 1 tras Ciclo 2

Figura MM-1. Esquema del tratamiento de los pacientes incluidos en el estudio. (*) QT de induccién 2
con un segundo ciclo igual o con citarabina a dosis intermedias en 2-3 horas iv. MO, médula ésea. (**)
Alo-TPH, trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos o QT en funcion de la edad y del
potencial riesgo de recaida.

Criterios de exclusion

e Tratamiento de induccion diferente del clasico 7+3 (citarabina + idarrubicina).

e Muestra insuficiente de ARN extraido de los blastos obtenidos al diagnostico.

e Muerte temprana de los pacientes (antes de 45 dias tras el inicio del tratamiento) que
impedia la evaluacion de la respuesta al tratamiento.

Los valores de las pruebas clinicas y de laboratorio se obtuvieron de las historias clinicas. La
respuesta a la quimioterapia de induccién se evalu6 segun los criterios revisados de Cheson
(Cheson et al. 2003). La RC se defini6 como blastos de médula 6sea <5%, independencia de
transfusiones, recuento de neutréfilos >1 x 10%L y recuento de plaguetas >100 x 109L.
Cuando sélo se cumplian los dos primeros requisitos, se consideraba RC con recuperacion
incompleta (RCi). Los pacientes se clasificaron como respondedores (R) si lograban RC o RCi
tras dos ciclos. Los pacientes que fallecieron durante la induccién antes de la evaluacion de
la respuesta se consideraron no evaluables. Los demds pacientes se clasificaron como no
respondedores (NR).

La figura MM-2 muestra el “flow-chart” de pacientes incluidos en el estudio que cumplian todos
los criterios de los inicialmente seleccionados (n = 75) y los casos excluidos.
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75 pacientes con nuevo
diagndstico de LMA

l ;

n =67 incluidos n = 8 excluidos
- QT de induccioén; 7+3 - Muestra insuficiente
- Citarabina + Idarrubicina - Muerte temprana (<45 dias)

Figura MM-2. Distribucién de los pacientes con LMA atendidos en el Complejo Asistencial Universitario
de Salamanca (n = 39) y el Hospital General Universitario Gregorio Marafién de Madrid (n = 28)
seleccionados inicialmente para el estudio. La flecha discontinua indica los pacientes excluidos.

Obtencion de blastos

Las muestras de médula 6sea en heparina se procesaron con el fin de obtener las poblaciones
de células mononucleadas siguiendo una metodologia estandar tras separacion por gradiente
de densidad utilizando el polisacarido hidrofilico Ficoll-Pague™ PLUS. La muestra se diluyd
con “Hanks” Balanced Salt Solution” (HBSS) 1:3 y se deposit6 sobre el Ficoll con la precauciéon
de evitar la mezcla de ambas fases. A continuacién, se centrifugdé a 400 xg durante 25 min
para obtener, segun su densidad, las diferentes capas celulares (Figura MM-3).
Posteriormente, se recogio la interfase que contenia la poblacion de blastos y tras un lavado
con HBSS se realiz6 el recuento de células separando una alicuota para su procesamiento y
extraccion del ARN.

[LLLLU] | |

““mm ":J; :” Figura MM_—;%. Imagen represent_ativa de
; la separacion de plasma y diferentes

poblaciones celulares de una muestra de

médula ésea por gradiente de densidad

Interfase: linfocitos, monacitos, plaquetas con Ficoll-HBSS.

blastos

‘ granulocitos y eritrocitos

3.1.2. Lineas celulares

plasma

Se utilizaron las siguientes lineas celulares derivadas de leucemia mieloide humana: HL-60,
MOLM-13, HEL y OCI-AML2, derivadas de LMA, y K-562, derivada de una leucemia mieloide
cronica (LMC) en crisis blastica, razén por la cual se considera un tipo de leucemia aguda vy,
de hecho, se ha utilizado ampliamente en estudios de LMA (Cristobal et al. 2011; Lalic et al.
2012). Todas ellas procedian de la “American Type Culture Collection” (ATCC) (LGC
Standards, Barcelona) o de la “German Collection of Microorganisms and Cell Cultures”
(DSMZ).
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En la tabla MM-1 se representan las caracteristicas principales de cada linea celular segun
las clasificaciones franco-américo-britdnica (FAB) y de la Organizacion Mundial de la Salud
(WHO), asi como las mutaciones mas relevantes que presentan.

Tabla MM-1. Caracteristicas de las lineas celulares derivadas de leucemia mieloide aguda (LMA) y de
la linea K-562.

Linea celular FAB WHO LMA Mutaciones
MOLM-13 M5 Leucemia monaocitica SLMA FLT3ITD
OCI-AML2 M4 Leucemia monocitica de novo DNMT3A
HL-60 M2 LMA con maduracion de novo

HEL M6 Leucemia eritroide SLMA JAK2

K-562 Leucemia mieloide croénica en crisis blastica

FAB, sistema de clasificacion Franco-Americo-Britanico; sLMA, LMA secundaria; WHO, sistema de clasificacion
de la Organizacién Mundial de la Salud.

Adicionalmente, la linea celular HepG2 (HB-8065) de hepatoblastoma establemente
transducidas con lentivirus que portaban OCT1 fue utilizada como control positivo para los
estudios de funcionalidad de OCT1.

3.2. MATERIAL

3.2.1. Productos

Los productos utilizados en esta Tesis Doctoral se adquirieron en las siguientes casas
comerciales:

e Air Liquide (Valladolid): CO y N liquido.

¢ BD Biosciences (Madrid): fluido envolvente FACS Flow para citometria de flujo.

¢ Biomers.net (Donau, Alemania): oligonucleétidos cebadores o “primers”.

e GE HealthCare (Thermo Fisher Scientific, Madrid): Ficoll-Paque™ Plus y kit “illustra
RNAspin Mini RNA Isolation Kit”.

e Lonza: “Hanks” Balanced Salt Solution” (HBSS 1x).

e MerckMillipore (Sigma-Aldrich): filtros “Steritop™” para la esterilizaciéon de medios de
cultivo.

e Sigma-Aldrich (Madrid): azul de Tripan, bicarbonato sddico, carboxifluoresceina
diacetato, clorhidrato de doxorrubicina, D-glucosa, diclofenaco, dietilpirocarbonato
(DEPC), dihidroetidio, dimetilsulf6xido (DMSO), dodecil sulfato sédico (SDS),
fumitremorgina C (FTC), yoduro de propidio (IP), isotiocianato de fluoresceina (FITC),
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bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), probenecid, rodamina
123, Tris (trishidroximetil aminometano) base (Trizma) o clorhidrato (Tris-HCI),
verapamilo, yoduro de 3,3'-dietiloxacarbocianina, p-acetamidofenol 3-D-glucurdnido,
acido tauroquenodesoxicolico (TCDCA), guanosina 3',5-monofosfato ciclico (cGMP),
yoduro de 2-cloro-1-metilpiridinio (2-cloro-MP), quinina, amantadina, metformina,
xantina, niacinamida, espermidina, betaina, dopamina.

Thermo Fisher Scientific (Madrid): BODIPY-prazosina, calceina acetoximetil éster
(calceina-AM), HEPES, mezcla de antibiéticos (penicilina/estreptomicina), suplemento
GlutaMAX derivado de glutamina, kits comerciales para la transcripcion reversa (RT)
“High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit’, medios de cultivo a-MEM y RPMI
1640, suero bovino fetal (FBS), “SYBR Green | PCR Master Mix”.

VWR Internacional: acido clorhidrico, cloruro calcico, cloruro potasico, cloruro sodico,
dihidrégeno fosfato potasico, fosfato acido potasico, etanol (grado analitico), sulfato de
magnesio.

El tosilato de sorafenib (Nexavar®), la idarrubicina (Zavedos®) y la citarabina (Pfizer)
fueron proporcionados por el Servicio de Farmacia del Hospital General Universitario
Gregorio Marafion.

Todos los demas reactivos utilizados fueron del grado requerido para cada caso.

Medios instrumentales

Las pesadas se realizaron en balanzas electronicas digitales Precisa 125 A y
Sartorious BL 150S (Grupo Taper, Madrid).

Para la determinacién del pH se utilizé un electrodo micro pH 2002 (Crison, Barcelona).
El agua destilada y ultrapura se obtuvieron mediante un equipo de filtracién MilliQ
Integral 3 (Merck-Millipore).

Las filtraciones a vacio se realizaron con una bomba Millipore modelo XX5522050
(Merck-Millipore). Para la esterilizacién de sélidos y liquidos se emple6 un autoclave
modelo Tutthaver 2340 M (Grupo Taper).

El manejo de cultivos celulares se realiz6 una campana de flujo laminar modelo AV-
30/70 (Telstar, Barcelona) o modelo Telstar Bio-1lA (Telstar). Las células se mantenian
a 37°C en un incubador termostatizado con atmoésfera de CO» al 5 % humidificada
modelo Hepa Class 100 (Thermo Fisher). Para el cultivo de las lineas celulares se
utilizaron placas de cultivo de 96 pocillos (TTP, Prosisa) 24 y 6 pocillos, placas
circulares de 10 cm de diametro, asi como frascos de cultivo de 25y 75 cm? de Corning
(Thermo Fisher). Para el contaje de las células se utilizaron cAmaras Neubauer y para
su visualizacién se utiliz6 un microscopio de contraste de fases (Nikon, Duerolab,
Salamanca).

Las centrifugaciones se realizaron en una centrifuga Beckman Avanti J-20 (Beckman
Instruments, Madrid) y las de tubos eppendorf se llevaron a cabo en centrifugas
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Eppendorf modelos 5417R y 5810R (Hucoa-Erloss, Madrid) y en una picofuga
Stratagene® VWR International (Eurolab S.L., Barcelona).

e Las incubaciones y calentamiento de muestras se llevaron a cabo en bafos
termostatizados tipo “fuera borda” marca Selecta modelo Unitronic-320 (Pacisa+Giral,
Madrid).

e Las muestras de RNA y proteinas se conservaron en un congelador -80 °C marca
Revco (Thermo Fisher). Los viales de almacenamiento de las distintas lineas celulares
se conservaban en un contenedor de N liquido (Thermo Fisher).

e Las determinaciones espectrofotométricas de la concentracion de ARN se realizaron
con un NanoDrop 1000 (Thermo Fisher). Para la determinacién de la viabilidad celular
se utilizé un lector de ELISA modelo Multiskan SkyHigh (Thermo Fisher).

e La fluorescencia celular se midi6 mediante citometria de flujo con un modelo
FACScalibur (BD Biosciences), Para la RT se utiliz6 un termociclador Eppendorf
Mastercycle ep gradient (Thermo Fisher). Los ensayos de PCR cuantitativa a tiempo
real en tubos de 0,2 ml se realizaron en un aparato ABlI PRISM® 7300 Sequence
Detection System, de Applied Biosystems.

e La electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa se realiz6 en un sistema de
geles horizontales sumergidos modelo MT-1001 de la casa Ecogen (Madrid), acoplado
a una fuente Bio-Rad Power Pac 3000 (Bio-Rad, Madrid). Para la visualizaciéon de la
fluorescencia de los geles de &cidos nucleicos se empled un equipo de andlisis de
imagen Fujifilm LAS-4000 (TDI, Madrid).

¢ Ademas, se contd con un pequefio equipamiento como agitadores magnéticos Selecta
(DureolLab), agitadores Vortex de lka Works (Wilmington, Estados Unidos) y
micropipetas Gilson (Prosisa).

e El material de vidrio utilizado procedia de Afora (Madrid) y para su uso en biologia
molecular se trataba mediante calor seco durante 4 h en una estufa a 180 °C, modelo
S-20 (Selecta).

3.3. CULTIVOS CELULARES

Todas las lineas celulares se cultivaron en medio RPMI 1640 con un 10% de suero bovino
fetal inactivado a 56 °C durante 30 min, excepto las células OCI-AML2, que se cultivaron con
medio a-MEM y un 20% de suero bovino fetal. En ambos casos, los medios se suplementaron
con un 1% de una mezcla de antibiéticos que contiene penicilina 100 Ul/ml y estreptomicina
0,1 mg/ml.

Para descongelar las células almacenadas en N, los criotubos que las contenian se
introdujeron en un bafio hiimedo termostatizado a 37°C. Una vez descongeladas, las células
se centrifugaron 300 xg durante 5 min y el precipitado se sembré en un frasco de cultivo.
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3.3.1. Determinacion de la viabilidad celular

Para determinar el efecto citostatico de citarabina, idarrubicina y sorafenib en las distintas
lineas celulares se utilizo el test de formazan-MTT, un método colorimétrico que cuantifica el
namero de células vivas en ensayos de proliferacién o quimiosensibilidad celular, que se basa
en la reduccion de las sales de tetrazolio (MTT) a cristales de formazan por la accion de
deshidrogenasas mitocondriales sélo presentes en las células metabdlicamente activas. De
tal forma que la cantidad de formazan producido es directamente proporcional a la cantidad
de células vivas.

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos, a una densidad de 5.000 6 10.000 células
por pocillo, y tras 24 horas se expusieron a concentraciones crecientes de los farmacos. A las
72 h de incubacion, se afiadié a cada pocillo 10 ul de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio), de color amarillo y se mantuvieron en la estufa a 37°C con 5% de CO-
durante 4 h. Los cristales de formazan de color purpura que se formaron se solubilizaron en
100 pl de SDS al 10% en HCI 0,01 M. La absorbancia se midié en lector de microplacas a
595 nm. La concentracion de farmaco requerida para reducir la viabilidad celular en un 50%
(ICs0) se calculd a partir de las curvas dosis-respuesta.

Tanto los ensayos con diferentes concentraciones de los farmacos como los controles (células
no tratadas) se realizaron por triplicado.

3.3.2. Evaluacion de la apoptosis/necrosis

La apoptosis se determindé mediante el kit de deteccién de apoptosis Anexina V-PE/7 amino-
actinomicina D (7-AAD) de BD Pharmingen. La Anexina V es una proteina de unién a
fosfolipidos dependiente de calcio con gran afinidad por la fosfatidilserina, fosfolipido que se
encuentra normalmente en la capa interna de la membrana plasmética en células vivas. En
las células apoptéticas, la fosfatidilserina se transloca a la capa externa y queda expuesta en
la superficie celular, permitiendo que la Anexina V identifique las células apoptéticas
uniéndose a ella. En este kit, esta proteina esta conjugada con ficoeritrina (PE), y se utiliza
junto con 7-ADD, un colorante de unién a ADN gue permite visualizar las células necroéticas y
las células en apoptosis tardia, en las que ya se ha perdido la integridad de la membrana.
Tras la incubacién de las muestras con Anexina V-PE junto con 7-AAD, se pueden identificar,
mediante citometria de flujo, poblaciones celulares diferentes; células viables (Anexina V-PE
negativo/7-AAD negativo), células en apoptosis temprana y tardia (Anexina V-PE positivo/7-
AAD negativo y Anexina V-PE positivo/7-AAD positivo, respectivamente) y células necroéticas
(Anexina V-PE negativo/7-AAD positivo) (Figura MM-4).
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Figura MM-4. Representacion en graficas de puntos de las poblaciones celulares que se observan por
citometria de flujo tras la tinciébn con Anexina V-FITC y 7-AAD. La figura muestra las siguientes
poblaciones celulares: células viables (abajo izquierda), células en apoptosis temprana (abajo derecha),
células necréticas (arriba izquierda) y células en apoptosis tardia (arriba derecha).

Las células fueron sembradas en placas de 48 pocillos, a una densidad de 200.000 6 250.000
células por pocillo, y se expusieron a concentraciones crecientes de sorafenib. A las 72 h de
incubacion, las células se lavaron con PBS y se resuspendieron en un tampén de unién
(diluido 1:10 en PBS). Se afadieron 5 pl de Anexina V-PE y 5 pl de 7-AAD y se incubaron
durante 15 min en oscuridad. Para cada condicién, se recogieron y analizaron 50.000 eventos
(células) por citometria de flujo. Los resultados obtenidos se analizaron con el programa

Infinicyt (Cytognos, Salamanca).

3.4. ANALISIS DE LOS NIVELES DE ARNm POR RT-PCR CUANTITATIVA

La determinacion de los niveles de expresion de genes se realiz6 por PCR cuantitativa a
tiempo real (una variante de la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (Mullis et al.
1986)), donde la cantidad de producto sintetizado en cada ciclo de PCR es detectada
mediante el uso del fluorocromo “SYBR Green |’ (componente de la mezcla de reaccién
“SYBR Green PCR Master Mix”), siendo la fluorescencia emitida proporcional a la cantidad de
ADN amplificado.

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos en un volumen final de 3 ml/pocillo a una
densidad celular adecuada en funcién de la linea celular y en ausencia o presencia del
farmaco de interés a una concentracion proxima a la ICso. Tras el tiempo adecuado para cada
experimento, las células se recogian y se procesaban para la obtencién de ARN total.

3.4.1. Extraccion de ARN total

Para extraer el ARN total a partir de extractos celulares o de blastos se utiliz6 el kit comercial
“illustraRNAspin Mini RNA Isolation Kit” (GE Healthcare), segun las instrucciones del
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proveedor. Se utilizaron aproximadamente 5 x 10° células. EI ARN total purificado fue
cuantificado mediante un Nanodrop a una longitud de onda de 260 nm.

3.4.2. Transcripcion reversa (RT)

El ADN complementario (ADNc) utilizado como molde en la PCR se obtuvo a partir de 2 ug
de ARN total mediante una reaccién RT utilizando la mezcla de reactivos “High-Capacity cDNA
Reverse Transcription”, que contiene la transcriptasa reversa recombinante y optimizada del
virus de la leucemia murina de Moloney, una solucién tampén de la reaccién, dNTPs y una
mezcla de “random primers”. Tras afiadir el ARN a la mezcla, la reaccion se llevo a cabo en
un termociclador con las siguientes condiciones de incubacién: 10 min a 25 °C, 120 min a 37
°C y un paso final de 5 min a 85 °C para la inactivacion de la enzima. El producto de la reaccién
se diluyo 1/5.

3.4.3. Diseno de cebadores

Los cebadores o “primers” especificos para cada uno de los genes analizados en este trabajo
se disefiaron con el programa OligoAnalizer 3.1
(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/Oligoanalyzer) (Integrated DNA Technologies,
Coralville, Estados Unidos). Su especificidad se comprobd con el programa BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/). Los cebadores se disefiaron situandolos entre dos exones
codificantes utilizando como molde la secuencia del ARNm publicada en la base de datos
GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/sites/entrez) especifica para cada gen. La tabla MM-2
recoge las secuencias de nucleétidos de los cebadores utilizados para la cuantificacion
relativa de la abundancia de ARNm de las proteinas estudiadas en este trabajo. Los
cebadores fueron suministrados liofilizados por la casa comercial. Antes de su uso, se
reconstituyeron en agua ultrapura y se valoraron por Nanodrop a una longitud de onda de 260
nm.
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Tabla MM-2. Cebadores o “primers” utilizados para cuantificar los niveles de expresion de genes por
RT-PCR cuantitativa.

. . . Tam.a'"," Namero de
Proteina/Gen Primer forward (5’-3’) Primer reverse (5-3’) amplicén
(pb) acceso

ENT1 (SLC29A1) CCATCGATCTGGAGCCCGT TGTCATGGTGATGGTGTTCTCGGT 178 NM_001078177
ENT2 (SLC29A2) CCGCCATCCCGTACTTCCA TGTTGAAGTTGAAGGCATCCTCGG 105 NM_001532
CNT1 (SLC28A1) GCTCTGCACTGGGCTCTCT TTGAGAAACCTCCTCAGCTTTGGC 156 NM_004213
CNT2 (SLC28A2) GGGCTGGAGCTCATGGAAAAAGAA CCACCGACTCCTCCTCTGGTAA 117 NM_004212.3
CNT3 (SLC28A3) GGTTCTGGCTGAAGTGGGTGAT ACATTATGAGCCCACCGAAGGACA 120 NM_022127
OCT1 (SLC22A1) TGCAGACAGGTTTGGCCGT GCCCGAGCCAACAAATTCTGTGAT 187 NM_003057
OCT2 (SLC22A2) CCCTTCAGCGCCTGAGACTT TCACCTGCAAGGCCCATGT 177 NM_003058
OATP1A2 (SLCO1A2) AAGACCAACGCAGGATCCAT GAGTTTCACCCATTCCACGTACA 101 NM_021094
OCTN2 (SLC22A5) ACCATTGTGACCGAGTGGAACCT CAACAGCACACCCACGAAGAACAA 87 NM_003060
MDR1 (ABCB1) GCGCGAGGTCGGAATGGAT CCATGGATGATGGCAGCCAAAGTT 198 NM_000927
BCRP (ABCG2) CCCAGGCCTCTATAGCTCAGATCATT CACGGCTGAAACACTGCTGAAACA 161 NM_004827
MRP1 (ABCC1) CCGCTCTGGGACTGGAATGT GTGTCATCTGAATGTAGCCTCGGT 215 NM_004996
MRP2 (ABCC2) TGAAGAGGAAGCCACAGTCCATGA TTCAGATGCCTGCCATTGGACCTA 171 NM_000392
MRP3 (ABCC3) CCAAGTTCTGGGACTCCAACCTG ATGATGTAGCCACGACAATGGTGC 160 NM_003786
MRP4 (ABCC4) TGCAAGGGTTCTGGGATAAAGA CTTTGGCACTTTCCTCAATTAACG 141 NM_005845
MRP5 (ABCC5) GTTCAGGAGAACTCGACCGTTGG TTTGGAAGTAGTCCGGATGGGCTT 178 NM_005688
MRP8 (ABCC8) CGGTCTCCTTTATTCTCCCACA AGCCTCTTAAACTGGCTGATGAAGT 101 NM_032583
LRP (MVP) GCAGGACAATGAGAGGGTACTGTTT CCGAACTTGCCCTGTGACATCAA 136 NM_017458
CDA (CDA) GCTATCGCCAGTGACATGCAAGA AGTTGGTGCCAAACTCTCTCATGACT 82 NM_001785
dCK (DCK) GGGAACATCGCTGCAGGGAA ACAGGTTCAGGAACCACTTCCCA 83 NM_000788
5-NT (NT5C2) AGAAGCCTATCATCGGGTGTTTGTGAA  CATACTCTGGGGACTTGTACACAGCAA 110 NM_012229
GAPDH (GAPDH) TGAGCCCGCAGCCTCC TACGACCAAATCCGTTGACTCC 138 NM_002046

3.4.4. Realizacion de la PCR cuantitativa

En todos los casos se utilizaron las mismas condiciones de temperatura para la PCR. Primero
se incubaron las muestras 2 min a 50 °C, seguido de 10 min a 95 °C vy, finalmente, 40 ciclos
de 15sa95°Cy de 1 min a 60 °C.

La abundancia del ADN problema se expres6é como porcentaje de la abundancia del

normalizador GADPH, determinado paralelamente en cada muestra. Todas las
determinaciones se realizaron siempre por duplicado y se incluyeron blancos de reaccion, es

decir, tubos con agua ultrapura en lugar de ADNCc.

La cuantificacion relativa se basa en el método de comparacion del ciclo umbral o Ct. Se utiliza
un control endégeno como elemento normalizador, de forma que, la relacion entre el Ct del
gen diana y el Ct del gen control enddgeno resulta un valor de Ct normalizado del gen diana.

3.5. ESTUDIOS DE TRANSPORTE

La evaluacion de la funcionalidad de proteinas transportadoras de la familia ABC y el
transportador OCT1 se realizé6 mediante citometria de flujo. Para ello, se utilizaron sustratos
fluorescentes tipicos e inhibidores de su actividad para cada uno de los transportadores a
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estudiar (tabla MM-3). Estos sustratos se acumulan en el interior de la célula dependiendo de
la actividad de estas proteinas y de la presencia o no del inhibidor.

Tabla MM-3. Sustratos fluorescentes e inhibidores especificos de los transportadores utilizados para
determinar su actividad por citometria de flujo.

Proteinas Sustratos fluorescentes
MDR1 Rodamina 123 / Yoduro de 3,3'-dietiloxacarbocianina
MRP1/2 Calceina*
MRP3/4/5 Carboxifluoresceina (CF)*
BCRP BODIPY-prazosina
OCT1 Dihidroetidio (DHE)
Proteinas Inhibidores
MDR1 Verapamilo
MRP1/2 Probenecid
MRP3 p-acetamidofenol B-D-glucurénido (APAP-gluc)
MRP3/4 Acido tauroquenodesoxicélico (TCDCA)
MRP3/4/5 Probenecid, Diclofenaco
MRP5 Guanosina 3',5-monofosfato ciclico (cGMP)
BCRP Fumitremorgina C (FTC)
OCT1 Yoduro de 2-cloro-1-metilpiridinio (2-cloro-MP)

BCRP, breast cancer resistance protein; MDR1, multidrug resistance 1; MRP, multidrug resistance-
associated protein; OCT1, organic cation transporter 1.

(*) La calceina y la carboxifluoresceina fueron afadidas al medio de captaciébn como ésteres no
fluorescentes.

Procedimiento:

Las células procesadas se lavaron con PBS, se centrifugaron a 300 xg durante 5 min y el
precipitado de células se resuspendié en medio de captacién (NaCl 96 mM; KCI 5,3 mM,;
KH.PO,4 1,1 mM; MgSO. 0,8 mM; CaCl; 1,8 mM; D-glucosa 11 mM y Hepes/Tris 50 mM; pH
7,4). Tras el procesamiento de las células se realizaron 2 tipos de experimentos:

3.5.1. Experimentos de captacion para el estudio de OCT1

La suspension celular se incubé a 37°C en oscuridad con una solucion de sustrato que
contenia o no el inhibidor especifico para el transportador durante 30 min. Transcurrido ese
tiempo, se paré la captacion afiadiendo 900 pl de medio de captacién enfriado en hielo y se
midio la fluorescencia de las células por citometria de flujo.
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3.5.2. Experimentos de eflujo para el estudio de proteinas ABC

La suspension celular se incubd con una solucion de sustrato durante 30 min a 37°C en
oscuridad. Posteriormente, se afiadié un volumen de 900 ul de medio de captacion que
contenia o no el inhibidor especifico para cada transportador, e inmediatamente se midio la
fluorescencia de las células en el citdbmetro de flujo para determinar la carga inicial. Las células
fueron incubadas en esta solucién durante 30 min a 37°C, analizandose la fluorescencia al
cabo de ese tiempo. La cantidad del compuesto expulsado se calcul6 por la diferencia entre
el contenido celular tras 30 min de flujo y la carga inicial.

Las concentraciones de los sustratos e inhibidores (Tabla MM-3), asi como los tiempos de
incubacion en ambos tipos de experimentos se determinaron en ensayos previos de puesta a
punto realizados en nuestro laboratorio (Al-Abdulla et al. 2019; Di Giacomo et al. 2019).

3.6. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Para describir las variables continuas se utilizaron la media y el error estandar o la mediana y
el intervalo. Para comparar grupos (emparejados o no emparejados) se utilizaron pruebas t
de Student independientes de dos colas o pruebas H de Kruskal-Wallis. Las variables
categoricas se sometieron a la prueba Chi-cuadrado. Los valores P no ajustados inferiores a
0,05 se consideraron estadisticamente significativos. Se realiz6 un andlisis de la curva
“Receiver Operating Characteristic” (ROC) para evaluar la capacidad de discriminacion de las
variables. El rendimiento se obtuvo en términos de area bajo la curva (AUC) utilizando el
software R v4.0.3 (paquetes: 'ROCR' v1.0-11; 'pROC' v1.17.0.1). El analisis multivariante,
incluido el andlisis de componentes principales (ACP), también se realizé con R.
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CAPITULO 2 -

4.2. PAPEL DE LAS PROTEINAS TRANSPORTADORAS DE MEMBRANA EN
LA SENSIBILIDAD DE LAS CELULAS DE LMA AL SORAFENIB

En los dltimos 5-10 afios se han desarrollado multiples terapias vectorizadas para el
tratamiento de la LMA, con estudios en monoterapia y/o en combinacién con QT convencional
y/o HMA. Como se ha comentado en la Introduccion, el uso de inhibidores de tirosina quinasa
(TKIls), como el sorafenib, ha surgido como una de estas estrategias terapéuticas alternativas
para el tratamiento de la LMA.

Sorafenib es un inhibidor de FLT3 tipo 2 de 12 generacién (Tabla 5). Aunque su uso en el
tratamiento de la LMA no ha sido aun aprobado, numerosos ensayos preclinicos y clinicos
sugieren que podria ser efectivo, especialmente en los pacientes portadores de mutaciones
“ITD” en el receptor FLT3 (Garciaz et al. 2023; Rollig et al. 2021), por lo que se ha incluido en
la practica asistencial en especial en el tratamiento de mantenimiento post-AloTPH (Burchert
et al. 2020). A pesar de presentar resultados prometedores en algunos casos, se ha
encontrado una importante variabilidad interindividual en la respuesta a este farmaco. La
guimiorresistencia de las células de LMA es una de las posibles causas que justifican el
fracaso en el tratamiento de estos pacientes con sorafenib.

Tabla 5. Principales inhibidores FLT3 con interés clinico.

Clasificacion Inhibidores FLT3 tipo 1 Inhibidores FLT3 tipo 2
Inhiben la conformacién activa y la Inhiben sélo la conformacion
Mecanismo de accion inactiva del receptor FLT3 inactiva del receptor FLT3
Activos en mutaciones ITD y TKD Activos en mutaciones ITD
Primera Generacién Midostaurina Sorafenib
y Gilteritinib o
Segunda Generacién ) Quizartinib
Crenolanib

Los mecanismos responsables de la falta de respuesta a sorafenib en LMA no se conocen del
todo. La identificacion de los mecanismos de resistencia al sorafenib en otros tumores sugiere
gue los transportadores de membrana implicados en la captacion y exportacion de sorafenib,
gue determinan la cantidad de farmaco activo que alcanza las dianas intracelulares (Marin et
al. 2016), son clave para la comprensién de la falta de efectividad del tratamiento. En tumores
soélidos, se ha demostrado la importancia de los niveles de expresién del transportador OCT1
en la captacion y el efecto antitumoral del sorafenib (Herraez et al. 2013). Ademas, se ha
observado una relacion directa entre la sobreexpresion de bombas exportadoras ABC y una
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menor sensibilidad a este farmaco en distintos tipos de cancer (Marin et al. 2012; Shibayama
etal. 2011; Tandia et al. 2017; Tomonari et al. 2016).

Como objetivo de este segundo bloque del estudio, nos propusimos investigar la contribucion
de los transportadores de membrana responsables de la captacion y la exportacion del
sorafenib, asi como de sus principales dianas celulares, a la sensibilidad de lineas celulares
derivadas de leucemia mieloide humana a este farmaco. Ademas, quisimos completar el
estudio con la determinacion del efecto del sorafenib sobre la expresion de transportadores
en lineas celulares de LMA.

4.2.1. Efecto citostatico del sorafenib en lineas celulares derivadas de leucemia

mieloide humana

Para evaluar el efecto del sorafenib sobre la viabilidad celular se utilizaron las mismas lineas
celulares que en el Bloque 1 de esta tesis doctoral (MOLM-13, OCI-AML-2, HL-60, HEL y K-
562) incluyendo la linea celular OCI-AML-2, la cual no presenta mutaciones en FLT3 (Tabla
MM-1).

Para determinar el efecto citostatico del sorafenib se determiné la viabilidad celular tras la
exposicién a diferentes concentraciones de sorafenib durante 72 h mediante el test de
formazéan. Como se observa en la Figura 11, en todas las lineas celulares investigadas se
produjo un descenso dosis-dependiente de la viabilidad celular. Sin embargo, se observaron
diferencias importantes entre ellas en la sensibilidad a este farmaco.
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Figura 11. Efecto citostatico del sorafenib sobre la viabilidad celular en las lineas celulares derivadas
de leucemia mieloide humana MOLM-13, OCI-AML2, HL-60, HEL y K-562 expuestas a concentraciones
crecientes de farmaco durante 72 h. Los valores representan la mediatEEM del porcentaje respecto al
control (células no tratadas) de 3 experimentos realizados por triplicado ICso: concentracion de farmaco

necesaria para reducir la viabilidad al 50%.

El orden de magnitud de la concentracién necesaria para reducir el porcentaje de células
vivas al 50% (ICso) fue el siguiente: K-562 > HEL > HL-60 > OCI-AML2 >> MOLM-13. En las
cuatro primeras lineas la concentracion fue del orden de uM, mientras que la linea MOLM-

13 fue la mas sensible al sorafenib, siendo la ICso del orden de nM.

Hasta hace poco se aceptaba que las células de LMA con mutaciones en FLT3-ITD eran

mas sensibles al sorafenib, sin embargo, se ha descrito que las lineas con FLT3 silvestres

pueden presentar distintos grados de sensibilidad a este farmaco (Roolf et al. 2017) v,

ademas, que algunas células FLT3-ITD" presentaban una baja respuesta al sorafenib. En

nuestro estudio, las células MOLM-13, portadoras de la mutaciéon FLT3-ITD, fueron entre

250 y 1000 veces mas sensibles al sorafenib que el resto de células analizadas. Si se
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encontraron diferencias en la sensibilidad entre las lineas celulares sin mutaciones en esta

diana del farmaco. Esto sugiere que, ademas del estado mutacional del FLT3, existen otros
factores que influyen en la respuesta al sorafenib. En nuestro estudio, en consonancia con
otras investigaciones, las lineas celulares reflejan la marcada variabilidad en la respuesta a
farmacos, que es similar a la que se observa en los resultados de supervivencia en los
pacientes con LMA (Neubauer et al. 1987; Roolf et al. 2017).

Para completar el estudio de viabilidad celular, se evalu6 el mecanismo de muerte celular
en las lineas celulares determinando, mediante citometria de flujo, el porcentaje de apoptosis
y necrosis tras la exposicion a sorafenib durante 72 h utilizando Anexina V-PE y 7-AAD. Este
método permite diferenciar varias poblaciones celulares en funciéon de la fluorescencia
detectada: células viables (Anexina V-PE negativo/7-AAD negativo), células en apoptosis
temprana y tardia (Anexina V-PE positivo/7-AAD negativo y Anexina V-PE positivo/7-AAD
positivo, respectivamente) y células necroticas (Anexina V-PE negativo/7-AAD positivo). La
Figura 12 muestra imagenes representativas de resultados obtenidos con las células HEL
sin tratamiento (Control) y expuestas a una concentracién de 10 uM de sorafenib.
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Figura 12. Imégenes representativas de células HEL control (A, no tratadas) e incubadas durante 72 h
con una concentracion 10 uM de sorafenib (B) analizadas por citometria de flujo tras el marcaje con
Anexina V-PE y 7-AAD. Siendo células viables, Anexina V-PE negativo/7-AAD negativo (gris); células
en apoptosis, Anexina V-PE positivo (azul y verde); y células necroéticas, Anexina V-PE negativo/7-AAD
positivo (rojo).

Tras la adquisicion y el analisis de los datos con el programa “Infinicyt”, se determiné el
porcentaje de cada una de las poblaciones celulares sumando el porcentaje de células
Anexina V-PE positivo/7-AAD negativo (apoptosis temprana) y de células Anexina V-PE
positivo/7-AAD positivo (muerte celular por apoptosis o apoptosis tardia). La necrosis se
corresponde con el porcentaje de células Anexina V-PE negativo/7-AAD positivo. En nuestro
caso, fue un valor muy pequefio y, probablemente, se debié a un aumento de la fragilidad

celular debido a la manipulacion de las células durante el experimento.
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En la Figura 13 se muestra el porcentaje de células muertas por apoptosis y por necrosis en

las cinco lineas celulares en condiciones basales (sin sorafenib) y con la concentracion
indicada de sorafenib, que se eligié ligeramente superior a la ICso para cada linea celular.
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Figura 13. Porcentaje de muerte celular por apoptosis/necrosis en las lineas celulares de leucemia
mieloide MOLM-13, OCI-AML2, HL-60, HEL y K-562 incubadas durante 72 h con las concentraciones
indicadas de sorafenib y analizadas por citometria de flujo tras incubacion con anexina V-PE y 7-AAD.
Los valores representan la media de 3 experimentos realizados por duplicado. En todos los casos el
EEM fue <10% de la media.

Los resultados de viabilidad celular medidos mediante citometria de flujo fueron similares a
los que se obtuvieron con el test de formazan en todas las lineas celulares (Figura 11). El
sorafenib indujo muerte celular en el mismo rango de concentraciones determinado con
ambos métodos. ElI hecho de que encontrdsemos pequefias variaciones se debe,
probablemente, a que eran diferentes tipos de ensayos y, por tanto, las condiciones
experimentales fueron distintas. La muerte celular se produjo principalmente por apoptosis, lo
gue concuerda con resultados previos que demuestran que el sorafenib inhibe la proliferacion

en células de LMA estimulando la via intrinseca de apoptosis (Zhang et al. 2008).

4.2.2. Niveles basales de expresion de transportadores de membrana para el

sorafenib en lineas celulares derivadas de leucemia mieloide humana

Para que el sorafenib alcance sus dianas intracelulares es necesario que sea captado por las
células cancerosas atravesando su membrana plasmatica. Experimentos llevados a cabo con
hepatocitos humanos en cultivo primario sugieren que la captacion de sorafenib por estas
células se lleva a cabo tanto por difusién simple como por transporte mediado por el OCT1y
por transportadores de aniones organicos (Swift et al. 2013).
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En la Figura I-2 de la Introduccién se representa de manera esquematica las familias de
transportadores implicadas en el transporte de sorafenib. También se incluyen dos de los TKR
sobre los que actua este farmaco (FLT3 y KIT) y las vias de sefializacién que bloquea, dando
como resultado la inhibicion de la proliferacion celular.

Para caracterizar el transportoma en condiciones basales en las células leucémicas se
determinaron los niveles de expresion de los ARNm mediante RT-gPCR. Los resultados se
expresan respecto a los niveles de GAPDH para facilitar la comparacion.

El transportador OCT1, que media el transporte facilitado de varios cationes organicos
estructuralmente diferentes de origen enddgeno y xenobidticos, se ha propuesto que podria
jugar un papel importante en la captacion de sorafenib (Herraez et al. 2013). También los
transportadores de la misma familia OCT2 y OCT3, que son capaces de transportar diversos
cationes organicos, podrian transportar sorafenib.
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Figura 14. Niveles basales de expresién del ARNm de transportadores de cationes organicos OCT1
(A), OCT2 (B) y OCT3 (C) normalizados a la expresion de GAPDH en células MOLM-13, OCI-AML2,
HL-60, HEL y K-562 determinada por RT-gPCR. Los valores representan la mediatEEM de 2
experimentos realizados por duplicado.

Los niveles de expresion de SLC22A1, gen que codifica OCT1, fueron muy bajos en las
células HEL y K-562 y mas elevados en las células MOLM-13 > OCI-AML2 = HL-60 (Figura
14A). Los niveles de SLC22A2 y SLC22A3, que codifican OCT2 y OCT3, respectivamente,

fueron indetectables en todas las lineas celulares (Figura 14B y 14C).

El tosilato de sorafenib es una molécula compleja y, a pesar de contener grupos protonables,
gue le darian carga neta positiva a pH fisiol6gico, se ha propuesto que podria ser sustrato de
algunas OATPs (Swift et al. 2013). Algunos autores han sugerido que los verdaderos sustratos
de estos transportadores son algunos metabolitos de sorafenib y no el propio farmaco sin

84



CAPITULO 2 -

metabolizar (Zimmerman et al. 2013). Hay que sefalar que los niveles de OATPS en estas

lineas celulares fueron insignificantes (datos no mostrados).

Las tres lineas celulares que expresaban OCTL1 fueron las mas sensibles al sorafenib, pero
no se puede descartar que otro/s transportador/es participen en la captacion de sorafenib e
incluso que, tras la larga exposicion de 72 h en cultivo, el farmaco pueda acabar entrando en
las células por difusion simple.

Por otra parte, la sobreexpresion de bombas ABC constituye uno de los principales
mecanismos de quimiorresistencia en muchos tipos de cancer, incluida la leucemia, debido a
la capacidad de estas proteinas de expulsar los agentes quimioterapicos al exterior celular y
reducir, por tanto, la cantidad de farmaco activo dentro de las células. Por esta razén
decidimos analizar la expresién de las bombas de exportacion que podrian conferir resistencia
al sorafenib en estas lineas celulares (Marin et al. 2014; Shibayama et al. 2011; Tomonari et
al. 2016).

La MDR1 (gen ABCB1) media la exportaciéon de una gran cantidad de compuestos
antitumorales y, entre ellos, se ha descrito el sorafenib (Lagas et al. 2010). Esta bomba no se
detecto en las células OCI-AML2 y HL-60, mientras que estaba muy expresada en las células
HEL >> K-562 > MOLM-13 (Figura 15A). La ausencia de esta bomba de exportacién en las
células OCI-AML2 y HL-60 puede favorecer que haya una mayor concentracion intracelular
de sorafenib, y podria contribuir a justificar la mayor sensibilidad de estas células en
comparacion con las HEL y K-562.

Se ha descrito que el sorafenib es sustrato de BCRP (gen ABCG2) (Lagas et al. 2010), por
lo que también evaluamos la expresion de esta bomba. Aunque se encontraron diferencias
en los niveles de expresion de BCRP en las cinco lineas celulares, los niveles fueron
relativamente bajos (Figura 15B), lo que sugiere que, cuantitativamente, esta bomba de
exportacion puede tener un papel menos relevante en la expulsién del sorafenib en las lineas
celulares estudiadas. No obstante, los mayores niveles del transportador se encontraron en
las células HEL, una de las mas resistentes al farmaco.
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Figura 15. Niveles basales de expresion del ARNm de transportadores de exportacion MDR1 (A),
BCRP (B), MRP3 (C), MRP4 (D) y MRP5 (E) normalizados a la expresién de GAPDH en células MOLM-
13, OCI-AML2, HL-60, HEL y K-562 determinada por RT-gPCR. Los valores representan la mediaztEEM
de 2 experimentos realizados por duplicado.

Entre los miembros de la familia MRP, investigamos varios candidatos que se han
relacionado con el transporte de sorafenib (Figura 15). Aunque el papel de cada uno de ellos
no esté claramente definido. La bomba MRP2 (gen ABCC2), que se ha descrito que es capaz
de transportar sorafenib (Shibayama et al. 2011), no se detect6 en ninguna linea celular
(datos no mostrados). Se ha propuesto que la proteina MRP3 (gen ABCC3) puede conferir
resistencia al sorafenib en el carcinoma hepatocelular (Tomonari et al. 2016). Esta bomba
no se detecto en las células HL-60 ni HEL, y los niveles del ARNm de ABCC3 fueron bajos
en las lineas OCI-AML2, MOLM-13 y K-562 (Figura 15C). Se ha descrito que el sorafenib es
un inhibidor de la proteina MRP4 (gen ABCC4) aungue no se ha demostrado que sea su
sustrato (Drenberg et al. 2016). Se encontraron niveles elevados del ARNm de esta proteina
en todas las lineas celulares, especialmente en las células HEL (Figura 15D). Por ultimo,
aungue no se conoce un posible papel de MRP5 (gen ABCC5) en el transporte de sorafenib,
decidimos incluirlo, ya que esta bomba se ha encontrado elevada en células de leucemia
(Guo et al. 2009). Coincidiendo con la informacién disponible en bibliografia, los niveles de
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ARNmM fueron elevados en todas las lineas celulares; K-562 = OCI-AML2 = HEL > MOLM-13
> HL-60 (Figura 15E).

Dada la importancia de las dianas moleculares del sorafenib, decidimos medir también los
niveles de ARNm de los genes FLT3 y KIT. Los dos TKRs estan presentes en las células
precursoras hematopoyéticas, desempefiando un papel importante en los procesos de
proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular, y se encuentran muy expresados en los
pacientes con LMA. La sobreexpresion o la presencia de mutaciones activadoras en FLT3
conducen a la proliferacion descontrolada de las células leucémicas (Zheng et al. 2004), con
un impacto pronostico aceptado en la practica clinica, sin embargo, el valor de c-KIT
actualmente no esté claro (Schwartz et al. 1999).
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Figura 16. Niveles basales de expresion del ARNm de las dianas de sorafenib FLT3 (A) y KIT (B)
normalizados a la expresion de GAPDH en células MOLM-13, OCI-AML2, HL-60, HEL y K-562
determinada por RT-gPCR. Los valores representan la mediatEEM de 2 experimentos realizados por
duplicado.

De las cinco lineas celulares estudiadas, MOLM-13 es la Unica que presenta una mutacién en
FLT3 (FLT3-ITD), y en ninguna de ellas se encuentra mutado el receptor c-KIT. La expresion
de ambos se evalué en este estudio, encontrando que para FLT3 los valores en las células
MOLM-13 fueron 4 veces mayores que en OCI-AML2 y 4.000 veces mayores que en el resto
de células en las que la expresion fue muy baja (Figura 16A), es decir, que en las células
MOLM-13, el receptor FLT3 ademas de estar mutado, se encuentra muy expresado, lo cual
también puede influir en la sensibilidad al sorafenib. Entre las células sin mutaciones en FLT3,
los niveles de FLT3 son mucho mayores en las células OCI-AML2 que en el resto de células,
lo cual podria justificar que sea la linea mas sensible de las que carecen de mutaciones.
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En cuanto a c-KIT, los valores de ARNm fueron variables (Figura 16B), siendo mayores en

HEL, aunque esto no parece conferir sensibilidad al sorafenib, puesto que esta linea celular
fue una de las menos sensibles al farmaco (Figura 11).

4.2.3. Efecto del sorafenib sobre la expresion de transportadores de membrana

en lineas celulares derivadas de leucemia mieloide humana

Uno de los principales problemas de la terapia con sorafenib en pacientes con LMA, al igual
gue ocurre con otros farmacos antitumorales, es la pérdida de respuesta durante el
tratamiento debido a la aparicion de quimiorresistencia. Por ello, a continuacién, nos
planteamos investigar el efecto del sorafenib sobre la expresion de los genes implicados en
su transporte en las lineas celulares derivadas de leucemia mieloide humana. Para este
estudio in vitro de la resistencia adquirida al sorafenib expusimos las células durante 72 h a
una concentracion de farmaco préxima a la ICso de cada linea celular, obtenida previamente
mediante el test de formazan (Figura 11). Transcurrido ese tiempo analizamos, mediante RT-
gPCR, la expresion a nivel de ARNm de los transportadores y comparamos los valores
obtenidos con los niveles basales que se han descrito anteriormente.

Puesto que OCTL1 esta implicado en la captacion del sorafenib, una reduccién en la expresion
de este transportador podria suponer una disminucion del efecto terapéutico como
consecuencia de una menor concentracion intracelular del farmaco. La Figura 14 muestra los
niveles de OCT1 normalizados frente a la expresion de GAPDH en las cinco lineas celulares
antes y después del tratamiento con sorafenib. No se detectaron cambios significativos en la
expresion de OCT1 tras la exposicion al farmaco en las células HL-60 y OCI-AML2 y sélo una
tendencia a disminuir en las MOLM-13. En las células HEL y K-562 los niveles de ARNm
continuaron siendo insignificantes (Figura 17).

La exposicion de las células al sorafenib indujo un aumento en la expresion de MRP3 en las
células HL-60, MOLM-13 y K-562, siendo mayor el incremento en las MOLM-13, y no se
observaron cambios significativos en los niveles de expresion de este transportador en las
células HEL y OCI-AML2 (Figura 17).
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Figura 17. Expresion de ARNm inducida por exposicion durante 72 h a una concentracion de sorafenib
proxima a la concentracion inhibitoria 50 (ICso) normalizada a la expresion de GAPDH de
transportadores y dianas moleculares del sorafenib en células MOLM-13, OCI-AML2, HL-60, HEL y K-
562 (B) determinada por RT-gPCR. Los valores representan la mediatEEM de 2 experimentos
realizados por duplicado.

Es interesante destacar el aumento de la expresién de MRP3 en las células HL-60, puesto
gue en esta linea celular no tratada los niveles de ARNm eran indetectables. El incremento
observado de los niveles de MRP3 en respuesta al sorafenib concuerda con los resultados
obtenidos por otros autores (Tomonari et al. 2016), siendo un mecanismo de defensa de las
células tumorales frente al farmaco, ya que reducen su concentracion intracelular. Las otras
bombas de exportacion estudiadas, MRP4 y BCRP, no sufrieron cambios significativos en sus
niveles de expresion en ninguna de las lineas celulares. Tampoco encontramos cambios
relevantes en los niveles de ARNm correspondiente a MDR1, excepto en las células MOLM-
13, en las que sorprendentemente se observé una caida en la expresion de este transportador
tras el tratamiento con sorafenib, alcanzando niveles indetectables (Figura 17).

Al igual que en condiciones basales, también se determiné la expresién del ARNm de FLT3y
c-KIT tras la exposicion al sorafenib y apenas se observaron cambios en los niveles de ambas
dianas excepto un aumento en la expresion de FLT3 en las células HL-60 y de c-KIT en las
MOLM-13 (Figura 17).

89



- Gabriela Rodriguez Macias

4.2.4. Estudios funcionales de transporte en lineas celulares derivadas de

leucemia mieloide humana

Ademés de analizar la expresion a nivel de ARNm de los transportadores implicados en la
captacion y exportacion del sorafenib, decidimos evaluar su actividad en las mismas lineas
celulares mediante estudios de citometria de flujo. Como se describié en el apartado 3.5 de
Material y Métodos, se utilizaron sustratos fluorescentes para los distintos transportadores a
estudiar, asi como inhibidores de su actividad.

Para determinar la actividad de MDR1 utilizamos como sustrato la rodamina 123. Para ello,
se incubaron las células con rodamina 123 durante 30 min de modo que se consiguié una
carga celular de sustrato adecuada. A continuacion, se diluia el medio 1:10 con una solucién
gue no contenia el sustrato fluorescente y tras una incubacion también de 30 min se determiné
de nuevo el contenido en rodamina 123. La Figura 18A muestra la carga y la exportacion de
rodamina 123 expresado como unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF). Como podemos
observar, la carga en las células HEL fue la menor de todas las lineas celulares, y la
exportacion mediada por MDR1 fue mucho mayor en estas células que en las otras tres lineas
celulares.

AMOLM-13 AOCI-AML2 OHL-60 @HEL <& K-562

1500 | | 1500

Q Carga Eflujo o Carga Eflujo
b <
g A = B
£ 1000 A 3 £1000 -
] 9]
T ~ o5
o L T ¢
x < c o
o2 85
T 500 A S 2 500 A
° O %
g £ *
< * S *
8 0 ¢f : . . . ; © o¢f . : . . ; :
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 18. Evolucién temporal de la acumulacién intracelular de sustratos fluorescentes en las células
de leucemia mieloide MOLM-13, OCI-AML2, HL-60, HEL y K-562 en los periodos de carga y
exportacién. Tras cargar las células con 1 uM rodamina-123 (A) o 1 uM carboxifluoresceina diacetato
(B), a 37°C durante 30 min (periodo de carga) se diluyeron 1:10 con medio sin sustrato y se incubaron
a 37°C durante 30 min. Los valores representan la media+tEEM de 3 experimentos llevados a cabo por
triplicado determinados por citometria de flujo. *, p<0,05, comparado con el contenido de sustrato tras
el periodo de carga.

Ademas, la exportacion de rodamina 123 se redujo significativamente en las células HEL en
presencia de verapamilo, un inhibidor tipico de MDR1, mientras que la exportacion en las K-
562, HL-60 y MOLM-13 practicamente no vari6 (Figura 19A). Estos resultados sugieren que
la alta actividad de MDR1 detectada en las células HEL podria jugar un papel importante en

la expulsion del sorafenib en estas células.
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Figura 19. Exportacién de los sustratos fluorescentes de bombas ABC en las células de leucemia
mieloide MOLM-13, OCI-AML2, HL-60, HEL y K-562 precargadas. Tras cargar las células con 1 uM
rodamina-123 (A) o 1 uM carboxifluoresceina diacetato (B), a 37°C durante 30 min (periodo de carga)
se diluyeron 1:10 con medio que contenia o no los inhibidores especificos de bombas ABC —10 uM
verapamilo (MDR1), 100 pM APAP glucurénido (MRP3), 100 yM acido tauroquenodesoxicdlico
(TQDCA) (MRP3 y MRP4), 500 uM cGMP (MRP4 y MRP5)—y se incubaron a 37°C durante 30 min.
Los valores representan la mediatEEM de 3 experimentos llevados a cabo por triplicado determinados
por citometria de flujo. *, p<0,05, comparado con el contenido de sustrato en ausencia de inhibidor
(Contral) por el test de t de Student (A) o por el método de comparaciones multiples de Bonferroni (B).
Por otra parte, también evaluamos el papel exportador de farmacos de las proteinas MRP3-5
en las cinco lineas celulares mediante experimentos de citometria de flujo en los que
utilizamos como sustrato de estas MRPs la carboxifluoresceina. Este compuesto se capta en
forma de carboxifluoresceina diacetato no fluorescente mediante un proceso de difusion
simple. Posteriormente es convertido a carboxifluoresceina por las esterasas celulares
generando asi un compuesto fluorescente que es transportado por las bombas MRPs. Como
se observa en la Figura 18B la carga de carboxifluoresceina fue mayor en las células MOLM-
13 y la exportacién se redujo significativamente en las células HL-60, HEL y K-562. Cuando
se analizé la exportacion de carboxifluoresceina en presencia del acido biliar
tauroguenodesoxicélico (TQDCA) se observo una reduccion significativa en las células HEL,
OCI-AML2 y K-562 (Figura 19B), y en ninguna de las células se afectd la exportacion en
presencia de APAP glucurénido o de cGMP lo que sugiere que MRP4 era funcional en estas

lineas celulares.

A pesar de que el analisis de expresion a nivel de ARNm por RT-gPCR mostré niveles muy
altos de MRP4 y MRP5 en las cinco lineas celulares estudiadas, la actividad de estas MRPs
en las MOLM-13 fue baja, lo que sugiere que estas proteinas probablemente no juegan un
papel relevante en la quimiorresistenciade esta linea celular. Si el sorafenib fuera sustrato de
MRP4, la menor actividad de esta proteina en las células MOLM-13, en comparacion con las
otras lineas celulares, puede ser uno de los factores que explique la mayor sensibilidad de las
MOLM-13 al sorafenib.

Como se observa en la Figura 20, comprobamos que la actividad de BCRP fue baja en todas
las lineas celulares utilizando dos sustratos diferentes de esta bomba; BODIPY-prazosina
(Figura 20A) y mitoxantrona (Figura 20B).
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Figura 20. Evolucion temporal de la acumulacion intracelular de sustratos fluorescentes de BCRP en
las células de leucemia mieloide MOLM-13, OCI-AML2, HL-60, HEL y K-562 en los periodos de carga
y exportacion. Tras cargar las células con 1 uM BODIPY-prazosina (A) o 25 uM mitoxantrona (B), a
37°C durante 30 min (periodo de carga) se diluyeron 1:10 con medio sin sustrato y se incubaron a 37°C
durante 30 min. Los valores representan la mediatEEM de 3 experimentos llevados a cabo por
triplicado determinados por citometria de flujo. *, p<0,05, comparado con el contenido de sustrato tras
el periodo de carga.

En concordancia con estos resultados, no se encontré un efecto detectable del inhibidor
especifico de BCRP, la fumitremorgina C, ni sobre la exportacion de BODIPY-prazosina
(Figura 21A) ni sobre el de mitoxantrona (Figura 21B), lo que concuerda con la baja expresién

de esta bomba exportadora.
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Figura 21. Exportacion de los sustratos fluorescentes de BCRP en las células de leucemia mieloide
MOLM-13, OCI-AML2, HL-60, HEL y K-562 precargadas. Tras cargar las células con 1 uM BODIPY-
prazosina (A) o 25 uM mitoxantrona (B), a 37°C durante 30 min (periodo de carga) se diluyeron 1:10
con medio que contenia o el inhibidor especifico de BCRP fumitremorgina C (FTC) 5 uM y se incubaron
a 37°C durante 30 min. Los valores representan la media+tEEM de 3 experimentos llevados a cabo por
triplicado determinados por citometria de flujo. *, p>0,05, comparado con el contenido de sustrato en
ausencia de inhibidor (Control) por el test de t de Student.

La funcionalidad de OCT1 en las lineas celulares estudiadas se determind mediante
experimentos de captacién, en ausencia o presencia de distintos inhibidores, en los que se
incubaron las células en presencia de dihidroetidio (DHE), un compuesto catiénico a pH
fisiol6gico que es sustrato de transportadores de cationes organicos. Como se muestra en la
figura 22, el 2-cloro-metilpiridinio (cloro-MP) resulté ser el mas potente como inhibidor v,
ademas, no presentaba toxicidad en las lineas celulares estudiadas en las condiciones
experimentales utilizadas (datos no mostrados), por lo que se seleccioné para los siguientes

experimentos.
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Figura 22. Captacion de dihidroetidio (DHE) en células HepG2 transducidas o no con lentivirus OCT1
wild-type en ausencia de inhibidores o en presencia de uno de los siguientes compuestos: cloro-MP,
quinina, amantadina, metformina, xantina, niacinamida, espermidina, betaina, o dopamina. Los valores
representan la mediatEEM de 2 experimentos llevados a cabo por triplicado determinados por
citometria de flujo. *, p<0,05, comparado con las células incubadas en ausencia de inhibidores de OCT1
por el método de comparaciones multiples de Bonferroni.

En la figura 23 se muestra la captaciéon de DHE sensible a la inhibicién por cloro-MP.
Comparando las lineas celulares derivadas de leucemia mieloide, las células MOLM-13
presentaron una captacioén de este compuesto significativamente superior al resto, aunque los
valores fueron menores que los encontrados en el modelo celular que se utilizé como control
positivo, que fueron células HepG2, derivadas de hepatoblastoma humano, establemente

transducidas con lentivirus que portaban la ORF de OCTL1.

El nivel de actividad de este transportador se relacioné con los niveles de expresion de OCT1
determinados por RT-gPCR, puesto que la expresion de este transportador fue mayor en
MOLM-13 que en OCI-AML2 y HL-60 y no detectable en las otras dos lineas celulares (Figura
14).
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Figura 23. Captacion de dihidroetidio (DHE) en células de leucemia mieloide humanas incubadas con
medio de captacion conteniendo 5 uM DHE en presencia o ausencia de 100 uM cloro-MP durante 30
min a 37°C antes de medir la fluorescencia de las células por citometria de flujo y se determiné la
diferencia. Las células HepG2 establemente transducidas con lentivirus con OCT1 se incluyeron como
control positivo. Los valores representan la mediatEEM de 3 experimentos llevados a cabo por
triplicado determinados por citometria de flujo. T, p<0,05, comparado con las células MOLM-13 por el
método de comparaciones multiples de Bonferroni.

Para analizar la contribucion de OCT1 a la sensibilidad de las células leucémicas al sorafenib,
seleccionamos las células HEL, debido a que tenian unos niveles basales de este
transportador casi indetectables y la menor sensibilidad al sorafenib de todas las lineas
estudiadas. Estas células fueron transfectadas con un plasmido que contenia la ORF de OCT1
0 con una variante mutada inactiva del transportador. Como se muestra en la Figura 24A, la
expresion del OCT1 silvestre, pero no de la forma mutada, conferia a las células la capacidad
de captar DHE. En el ensayo, también se influyeron células no transfectadas (Mock), como

comparacion.

Observamos que la expresion de OCT1 en las células HEL las hacia mas sensibles al
sorafenib (Figura 24). Asi, cuando las células HEL no transfectadas o transfectadas con OCT1
silvestre o con la forma mutada se expusieron durante un periodo de tiempo corto (4 h) a
sorafenib (10 uM), y posteriormente, el medio se sustituia por otro medio nuevo sin sorafenib
y se determinaba la viabilidad celular 68 h mas tarde, se podia comprobar que sélo en las
células que expresaban el OCT1 funcional se conferia mayor capacidad para que entrara mas
farmaco y se reducia la viabilidad celular significativamente.

Estos experimentos permiten concluir que la expresion de OCTL1 funcional en las células de
LMA es importante para la respuesta al sorafenib.
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Figura 24. Efecto de la expresion de OCT1 silvestre (wt) o de una variante inactiva en la captacion de
DHE sensible a cloro-MP en células HEL (A) y en la viabilidad celular determinada a las 72 h después
de ser incubadas con 10 pM sorafenib durante solo 4 h. Los experimentos también se realizaron en
células no transfectadas (Mock). Los valores representan la mediatEEM de 2 experimentos llevados a
cabo por triplicado. #, p<0,05, comparado con células no transfectadas (Mock) por el por el método de
comparaciones multiples de Bonferroni; f, p<0,05, comparado con las células no tratadas con sorafenib
(Control) por el test de t de Student.

Se ha observado que una pérdida de expresion de OCT1 es frecuente en tumores solidos
(Herraez et al. 2013) y también en blastos de pacientes con LMA en comparacion con los
blastos de individuos sanos (Stefanko et al. 2017). Ademas, hay que mencionar que,
recientemente se ha asociado la presencia de OCT1 en la membrana plasmatica de las
células tumorales con una mejor respuesta en pacientes con carcinoma hepatocelular
avanzado tratados con sorafenib (Geier et al. 2017). Los resultados obtenidos en este estudio
podrian tener implicaciones clinicas, ya que la identificacién de los mecanismos implicados
en la quimiorresistencia al sorafenib puede ser til para identificar a aquellos pacientes con
pocas probabilidades de responder a este tratamiento, y también para buscar estrategias

terapéuticas que aumenten su eficacia.

En conjunto, los resultados de este estudio in vitro apoyan la necesidad de llevar a cabo
investigaciones clinicas que permitan esclarecer una posible asociacién entre la respuesta
clinica al sorafenib y la expresién funcional de proteinas implicadas en la captacién y la
exportacion de sorafenib en blastos de pacientes con LMA.
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Conclusion primera

El estudio del papel de los transportadores implicados en la captacion y la exportacion de
citarabina e idarrubicina y de las enzimas metabolizadoras de nucleésidos en blastos de
pacientes con LMA revel6 la existencia de una elevada expresion de la proteina ABC,
implicada en la resistencia a multiples farmacos MDR1 y de las enzimas inactivadoras 5-NT y
CDA. Los niveles de ARNm de los genes codificantes se asociaron a la aparicion de peor
respuesta al tratamiento QT, probablemente debido a una disminucién de la concentracion
del farmaco activo en el interior de las células leucémicas.

Conclusion Segunda

Los resultados del andlisis de colinearidad de expresion génica sugieren que la determinacion
de los niveles de ARNm del par de genes DCK y 5-NT en los blastos de pacientes con LMA
puede tener interés predictivo de mal prondéstico en relacion a la respuesta a la quimioterapia
de induccion. De acuerdo con los resultados de nuestro estudio el analisis conjunto de los
niveles de expresion de estos dos genes podria identificar a priori un 75% de los pacientes
gue responderan satisfactoriamente a la QT de induccion.

Conclusioén tercera

En modelos celulares de LMA, la exposicion a citarabina e idarrubicina en células leucémicas
induce cambios de expresion de los transportadores de estos farmacos. Sin embargo, los
estudios funcionales sugieren que estos cambios no tienen un impacto relevante en su
respuesta a estos farmacos.

Conclusion cuarta

El sorafenib es un inhibidor multikinasas que induce muerte celular por apoptosis en lineas
celulares de LMA y cuya eficacia farmacoldgica puede relacionarse con la expresion de TKR,
principalmente del receptor FLT3, asi como con la actividad y expresiéon de bombas
exportadoras de farmacos como MDR1, MRP4 y MRP5.

Conclusion quinta

La expresién y actividad del transportador de captaciéon OCT1 se relacionan con la respuesta
al sorafenib en varios tipos de cancer, al condicionar su capacidad de alcanzar sus dianas
intracelulares. La expresion forzada de OCT1 en células de LMA consigue reducir la
guimiorresistencia al sorafenib.
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