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Epidemiologia cancer pediatrico en el mundo y México

El cancer es una enfermedad frecuente que se encuentra entre las primeras
causas de muerte en el mundo, sin embargo, en los nifios es relativamente rara. El
cancer pediatrico es un grupo heterogéneo de neoplasias que consiste en
diferentes patologias manifestadas por medio de distintos patrones de ocurrencia,
etiologia, tratamiento, prondéstico y comorbilidades (1). Los avances en el
diagnéstico, farmacologia y tratamiento han impactado en el incremento en la

supervivencia de nifios con cancer y disminuido la tasa de mortalidad (2).

No obstante, no todos los nifios estan beneficiados por estas estadisticas ya que
el pronostico depende del tipo de neoplasia, sitio anatomico afectado, etapa de la
enfermedad, edad de inicio y lesiones celulares (5). Ademas, las tasas de
supervivencia varian dependiendo de la region del mundo, debido a los recursos,
ingresos economicos y nivel socioecondmico. La incidencia global del cancer
pediatrico es de 360,000 nifios afectados (4). A nivel mundial, los tipos de cancer
MAas comunes en pacientes pediatricos son leucemia, tumores cerebrales y de

médula espinal, neuroblastoma, tumor de Wilms, linfomas y tumores 6seos (7).

En México, segun el Registro de Cancer en Nifios y Adolescentes (RCNA), se
estima que cada afio se diagnostican alrededor de 5,000 casos nuevos de cancer
en personas menores de 18 afios. El cancer se encuentra entre las primeras
causas de muerte en los nifios de 1 a 14 afios de edad. En el grupo de 10 a 14
afos es la segunda causa de muerte, precedida solo por accidentes. Sin embargo,
para el grupo de 5 a 9 afos es la primera causa de defuncién en el periodo 2012-
2018 (6).

La leucemia es el tipo de cancer mas comun en México y el mundo. El tipo de
cancer con el mayor niumero de casos es la leucemia linfoblastica aguda con
5,337 de casos, de los cuales 3,025 fueron hombres y 2,512 fueron mujeres.
Seguido se encuentra la leucemia mieloblastica aguda con 980 casos, de los
cuales 529 fueron hombres y 451 mujeres. En el 2017, 73% de los egresos
hospitalarios por cancer en poblacion de 0 a 19 afios de edad fueron por
neoplasias en tejidos linfoides, hematopoyéticos o tejidos relacionados. Ademas,



la leucemia linfoblastica aguda representa el 61% del total de egresos por cancer,
40, 679, en ese grupo de poblacién. Al mismo tiempo, la leucemia es la principal
causa de muerte por cancer en la poblacion con menos de 15 afios, seguida por el
tumor maligno de las meninges, encéfalo y de otras partes del sistema nervioso

central (1).

Leucemia

Leucemia es un tipo de cancer derivado de cualquiera de las células
hematopoyéticas de la médula 6sea, mas comunmente las células leucocitarias.
Existen dos tipos principales de leucemia en nifios: leucemia linfoblastica aguda y
leucemia mieloblastica aguda. La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es una
proliferacion maligna de células linfoides en una etapa temprana de diferenciacion

que puede invadir la médula 0sea, la sangre y los sitios extramedulares (9).

La LLA representa aproximadamente el 80% de todas las leucemias pediétricas.
Es mas comudn en nifilos de 2 a 5 afos, pero ocurre en todos los grupos de edad.
Se ha encontrado un mayor niumero de incidencia en poblaciones caucasicas e
hispanicas (8). La LLA es mas comun en el sexo masculino y tienen un ligero peor
prondstico. El 85% de la LLA pediatrica se origina de los linfocitos B, mientras que
el 15% se origina de los linfocitos T. Ambas formas tienen multiples subtipos
comunmente definidos por alteraciones cromosomicas estructurales que producen
lesiones, con alteraciones del nimero de copias de ADN somaticas secundarias,
adquiridas por el tumor, y mutaciones de secuencia que contribuyen a la

leucemogeénesis.

LLA consta de varias entidades con distintos conjuntos de alteraciones genéticas
somaticas. Estas alteraciones genéticas incluyen aneuploidia, reordenamientos
cromosomicos que interrumpen la expresion génica o conducen a la expresion de
proteinas de fusion quiméricas, deleciones y ganancias de ADN y mutaciones en
las secuencias de ADN. En promedio, todos los genomas de infantes con LLA

contienen 10 a 20 mutaciones codificantes no silenciosas en el momento del



diagnéstico y son aproximadamente el doble en el momento de la recaida. Muchas
mutaciones perturban procesos celulares clave, incluida la regulacién
transcripcional del desarrollo, la diferenciacién linfoide, regulacion del ciclo celular,
la via supresora de tumores de la proteina del retinoblastoma TP53, receptor del
factor de crecimiento, sefalizacion Ras, fosfatidilinositol 3-quinasa y JAK-STAT,

metabolismo de nucledtidos y modificacién epigenética.

Las anomalias cromosOmicas mas comunes observadas en nifios con LLA de
células B son la hiperdiploidia (mas de 50 cromosomas) y los subtipos ETV6
RUNX1 (t12; 21), ambos asociados con resultados favorables. Los pacientes
adolescentes y adultos jovenes con LLA tienen una incidencia mucho mas baja de
hiperdiploidia y ETV6-RUNX131 y una mayor incidencia de citogenética
desfavorable, incluida LLA positiva para Filadelfia, hipodiploidia y cariotipo
complejo. La anomalia citogenética mas importante es el cromosoma Filadelfia. Se
observa solo en el 3% de los pacientes pediatricos, pero aproximadamente en el
25% de los adultos, y aumenta con la edad, lo que representa aproximadamente la
mitad de los casos en pacientes mayores de 60 afios. Aunque el resultado de los
pacientes con LLA con cromosoma Filadelfia positivo ha mejorado con la adicién
de un inhibidor de la tirosina quinasa (TKI).

Los sintomas de presentacion mas comunes de la leucemia son el resultado de la
proliferacion clonal de blastos leucémicos en la médula ésea, lo que impide la
produccion normal de gldbulos rojos, plaquetas y neutrofilos. Las caracteristicas
mas comunes incluyen manifestaciones de anemia, trombocitopenia Yy
neutropenia; incluyendo palidez y fatiga, petequias o purpura e infecciones. La
linfadenopatia, hepatomegalia y esplenomegalia estan presentes en mas del 60%
de los pacientes. Puede ocasionar dolor y sensibilidad en los huesos y las
articulaciones debido a la afectacion leucémica del periostio de los huesos vy las
articulaciones. Los bebés y los nifios pequefios pueden presentar cojera 0 negarse

a caminar. (1)

El diagnéstico de LLA se basa en las directrices de clasificacion de la OMS de

2016, que incorporan la caracterizacion de la morfologia celular, inmunofenotipo,



genética y citogenética. La identificacion morfoldgica de linfoblastos por
microscopia puede evaluar los infiltrados de sangre periférica y médula 6sea,
mientras que la inmunofenotipificacion es el estdndar de oro para la evaluacion del
linaje celular, la clasificacion y la deteccion de rasgos importantes para evaluar la

enfermedad residual minima (36).

Para el analisis cromosémico, la citogenética convencional debe realizarse en
cada paciente y complementarse con hibridacion in situ o0 RT-PCR para detectar
anomalias genéticas seleccionadas. La citometria de flujo también es un método
atil para determinar la aneuploidia. Los avances recientes en la secuenciacion de
préxima generacion han hecho posible secuenciar genomas completos, y las
técnicas de diagnéstico pueden reemplazarse una vez que este enfoque se

convierta en principal y accesible (36).

Los componentes basicos de varias terapias para nifios con LLA son similares e
incluyen varias fases distintas. La terapia de induccion dura de 4 a 6 semanas e
incluye un glucocorticoide (prednisona o dexametasona), vincristina, preparacion
de asparaginasa, uso opcional de una antraciclina y quimioterapia intratecal. Casi
todos los pacientes logran la remision, pero esto no es una cura, ya que la recaida
ocurrird universalmente sin tratamiento adicional. Después de la remision, el
tratamiento incluye de 6 a 8 meses de quimioterapia combinada intensiva
disefiada para consolidar la remision y prevenir el desarrollo de leucemia
manifiesta del SNC. A continuacion, se administra el tratamiento en una fase de
intensificacion retardada de 8 semanas (protocolo 1), basado en el protocolo | de
Berlin-Frankfurt-Minster de 8 semanas. Los ciclos repetidos de metotrexato,
administrados ya sea como una infusion intravenosa corta o en dosis altas durante
24 horas, seguidos de la administracion de acido folinico para "salvar" el tejido
normal de los efectos toxicos, son una parte esencial de los regimenes de

tratamiento actuales del LAL.

Quimioresistencia



Actualmente, la quimioterapia, la radioterapia y la cirugia son las terapias contra el
cancer mas comunes. Para canceres como linfoma, leucemia, cancer de pulmén
microcitico, la quimioterapia es la primera linea de tratamiento. Para otros tumores
sélidos, la quimioterapia se puede utilizar como tratamiento auxiliar para eliminar
los nodulos residuales postoperatorios para prevenir la recaida o como terapia
neoadyuvante antes de la cirugia o la radioterapia. A pesar de la llegada de
nuevas intervenciones terapéuticas, como la inmunoterapia y la viroterapia, en el
cancer, la quimioterapia sigue siendo el tratamiento mas comdn y de primera
linea. Aunque los farmacos quimioterapéuticos han logrado grandes avances, la
aparicion de resistencia a estos agentes conduce al fracaso del tratamiento, la
recaida del cancer y la metastasis. Para los pacientes con cancer avanzado, la
farmacorresistencia es un obstaculo importante para el éxito del tratamiento.
Segun informes estadisticos, mas del 90% de las muertes de pacientes con
tumores estan asociadas con la resistencia a los farmacos quimioterapéuticos
(37).

La resistencia a la quimioterapia puede estar presente intrinsecamente antes de la
administracion de la quimioterapia debido a cambios genéticos y congénitos que
afectan la sensibilidad a los farmacos sin exposicibn previa a agentes
quimioterapéuticos. La resistencia también puede desarrollarse durante la
quimioterapia para canceres que inicialmente eran sensibles a los medicamentos
pero que luego reaparecieron en una forma resistente a los medicamentos. De
igual manera se ha estudiado que los canceres suelen consistir en un grupo
heterogéneo de células sensibles a los farmacos y resistentes a los farmacos. El
impacto masivo de la resistencia a los medicamentos quimioterapéuticos ha
llevado a estudios extensos de aspectos mecanicistas y estrategias para

comprender, modificar o evitar la quimioresistencia (39)

Los mecanismos de resistencia a la quimioterapia en el cancer son complejos y
multifactoriales. Se ha demostrado una variedad de factores que estan
involucrados en la quimiorresistencia, incluidas las concentraciones intracelulares

reducidas de los farmacos, las alteraciones en los objetivos de los farmacos, la



desregulacion de las vias de sefializacion de la apoptosis y la supervivencia
celular, y las interacciones entre las células cancerosas y el microambiente
tumoral (27).

El mecanismo predominante de la resistencia a multiples farmacos (MDR) del
cancer es la expresion de una clase de bombas de eflujo dependientes de energia
llamadas transportadores de casete de adenosina trifosfato (ATP) (ABC). De estos
miembros, al menos tres son transportadores, incluida la glicoproteina P (P-gp,
también llamada proteina 1 de resistencia a multiples farmacos, MDR1 o ABCB1),
proteina 1 relacionada con MDR (MRP1 o ABCC1) y proteina de resistencia al
cancer de mama (BCRP o ABCG2), en relacion con la multirresistencia. Esto
conduce a una disminucion de la acumulacién de farmacos dentro de las células y,

por tanto, a una disminucion de la eficacia del farmaco (11).
Glicoproteina P

En la membrana plasmatica de las células se forma un sistema semipermeable y
selectivo que actua como un filtro de moléculas de naturaleza enddgena o
exdgena, permitiendo su ingreso o salida de acuerdo con las necesidades
metabdlicas de cada célula. Este sistema de transporte se encuentra, en gran
medida, regulado por un conjunto de proteinas transmembranales que llevan a
cabo un rol critico en el movimiento de sustancias como carbohidratos, péptidos,

aminoacidos y nucleosidos, asi como xenobioticos.

Dentro de los principales tipos de transporte en la membrana celular se encuentra
el transporte activo, el cual depende de forma directa de la hidrélisis de moléculas
de ATP. Son 4 las proteinas transportadoras las que pertenecen a este grupo,
también denominadas bombas ATPasas de las cuales, la superfamilia de

transportadores ABC conforma el mayor grupo. (13)

La primera proteina de este grupo se identificé en 1976 como una glicoproteina de
membrana que presentaba accion transportadora de farmacos afectando su
absorcién, asi como su eliminacion. Fue caracterizada como agente de resistencia

multiple a farmacos en células de ovarios de hamster chino, se trata de la



glicoproteina P/MDR/ABCB1 descrita por Ling y colaboradores. Esta superfamilia
de proteinas ha ido creciendo hasta formar actualmente un conjunto de 49 genes
identificados con una o dos regiones de union ABC conformados por dos dominios
o subunidades transmembranales que conforman la via de translocacion, y dos
dominios o subunidades de unién a nucledtidos citoplasmaticos que se encargan
de la hidrolisis del ATP. (14)

Los 49 transportadores ABC descritos se clasifican en 7 subfamilias o subgrupos,
de la A la G segun las caracteristicas de la secuencia que los conforman y su
homologia; la subfamilia A conformada por 12 genes involucrados en el transporte
de lipidos, la subfamilia B con una integracién de 11 genes los cuales se han
relacionado con la resistencia multiple a farmacos en células cancerosas, la
subfamilia C incluye 13 genes asociados a resistencia multiple a farmacos entre
los que se encuentra el gen de la fibrosis quistica, la subfamilia D que agrupa
cuatro genes que codifican semitransportadores peroxisomales, la subfamilia E
posee una sola proteina caracteristica con uniébn a aniones inorganicos, la
subfamilia F incorpora 3 miembros de proteinas de las cuales no se ha identificado
su funcién transportadora al no poseer dominios transmembranales y la subfamilia

G que incluye 5 genes capaces de codificar semitransportadores inversos. (15)

La Glicoproteina P (P-gp) también llamada MDR1, un transportador ABC (casete
de unién de ATP) compuesto por 1.280 aminoacidos que constituyen un dominio
transmembranal sobre la célula, su funcién concreta se lleva a cabo al ser una
bomba de salida de farmacos dependiente de la energia codificada por el gen
MDR1 humano.

El gen MDR 1 se localiza en el brazo largo del cromosoma 7 y permite codificar
una proteina de 170 kd (p 170), también conocida como glicoproteina P (por su
permeabilidad). Dicho gen forma parte de una pequeiia familia que tiene 2

miembros en los humanos (mdr 1 mdr 2/3).

La glicoproteina P (P-gp) se identificoO por primera vez como un transportador de
eflujo relacionado con la resistencia a mdultiples farmacos (MDR) en células

cancerosas, incluidos el adenocarcinoma y la leucemia. Posteriormente, se



encontré que este transportador se expresa no solo en las células tumorales sino
también en tejidos normales como el intestino, higado, rifidén, cerebro y la glandula
suprarrenal. La P-gp sirve para proteger estos organos al mediar el transporte de
salida de compuestos exdgenos. Se considera que este transportador actia como
barrera para la absorcion de farmacos en el intestino y también para la distribucion

de farmacos al cerebro y a las células tumorales. (16)

Ademas del papel de la P-gp en el cancer, la P-gp juega un papel fundamental en
la desintoxicacion fisiolégica normal y los procesos de proteccion del huésped
mediante la transferencia de muchos sustratos exdégenos y enddgenos.
Superficies de células epiteliales donde se expresa en niveles elevados, como en
la membrana mucosa del tracto gastrointestinal, en el epitelio hepatobiliar, en los
tubulos proximales de los rifiones, en la corteza suprarrenal y en los septos de
tejido sanguineo. Este ultimo incluye la placenta, el endometrio, el tejido testicular
y el componente endotelial de la barrera hematoencefélica (Yano, 2018).

Se ha demostrado que la cantidad de expresibn de P-gp en la glandula
suprarrenal y los rifiones esta elevada o por encima de los niveles detectados en
algunas lineas de células tumorales resistentes. La P-gp protege las células
progenitoras hematopoyéticas de la médula 6sea. Ademas, la P-gp expresada en
el epitelio intestinal tiene un impacto significativo en la biodisponibilidad de los
farmacos administrados por via oral debido a su capacidad para alterar la
absorcion tisular y eliminar la conversion de farmacos en bilis y orina (Ferreira,
2015).

Las células cancerosas pueden desarrollar fenotipos especificos caracterizados
por la sobreexpresion de P-gp que confiere resistencia a una amplia gama de
sustancias estructuralmente independientes que pertenecen al grupo de sustratos
de P-gp. Cuando se expresa en células neoplasicas, la P-gp puede causar
resistencia masiva a farmacos contra sustratos que incluyen antraciclinas
(Doxorrubicina), alcaloides de vinca (Vincristina) y actinomicinas (Actinomicina D,
dactinomicina), taxoles (Paclitaxel), agentes alquilantes (mitomicina C),

antibioticos peptidicos (gramicidina, valinomicina) y muchos otros farmacos.



También se ha demostrado que la presencia de polimorfismos del gen MDR1 en
células eucariotas humanas puede alterar la expresion y funcién de la P-gp
resultando en una modificacién de la farmacocinética y farmacodinamia de las
drogas (Callaghan, 2015).

Estructuray mecanismo de accion de la P-gp

La P-gp humana consta de 1280 aminoéacidos y tiene dos mitades. La mitad N-
terminal contiene 6 dominios transmembrana, seguidos de un gran dominio
intracelular con un sitio de union de ATP. La segunda mitad también contiene 6
dominios transmembrana y un sitio de unién de ATP. Un enlace flexible conecta
las dos mitades. Hay tres sitios de union de glicosilacion en el primer dominio
extracelular. Existe una heterogeneidad de secuencia del 65% entre las dos
mitades. La P-gp utiliza la hidrolisis de ATP para transportar una amplia variedad
de sustratos no unidos quimico y estructuralmente, incluidos farmacos hidr6fobos
de origen natural, reactivos anti-cancer no unidos estructuralmente. Los farmacos
se transportan a través de un poro hidrofébico formado por un dominio
transmembranal y cuya salida requiere de un cambio conformacional directa o
indirectamente, luego de su union a moléculas transportadoras que pueden ser

péptidos o proteinas.

Los segmentos que conforman a la P-gp se encuentran divididos por largas
cadenas de aminoacidos en la cara citoplasmética de la membrana celular y por
cadenas de secuencia corta en la cara extracelular asi como una cadena de
carbohidratos en esta misma region que lleva a cabo la unién de los dos primeros
segmentos transmembranales en el extremo N-terminal de la proteina, esta
cadena de carbohidratos no interviene en el proceso de transporte de
xenobioticos. (17)

Diversos estudios sugieren que la P-gp presenta diversos sitios de union divididos
en dos categorias de transporte y regulacion. Estos dos sitios interactian con

diversos compuestos de manera alostérica como la indolizin sulfona, 1,4-



dihidropirimidas y vinblastina. La presencia de mdltiples sitios de union a farmacos
en P-gp/MDR puede representar un modelo para la amplia gama de compuestos
gue se conoce interactian con esta proteina. Estos sitios de unién pueden
presentar cambios conformacionales que modifiguen su alta o baja afinidad
afectando directamente su accion transportadora. Esto puede deberse a estimulos
como la union del sustrato o a la hidrolisis del ATP. En este modelo de mecanismo
de la P-gp, los farmacos se unen de manera irreversible a una proteina y el
complejo droga-proteina es eliminado de la célula por la P-gp. Esta proteina de
unidon primaria debe ser producida en cantidades suficientes ya que se exporta
continuamente. La purificacion de la P-gp desde diversos extractos membranales
ha demostrado directamente su actividad ATPasa lo que permite determinar si la
hidrolisis del ATP por la P-gp estéa relacionada con el eflujo o salida del farmaco.
(18)

La actividad ATPasa de esta proteina es estimulada varias veces dependiendo los
farmacos transportados. La mayoria de los sustratos que se transportan poseen
una naturaleza hidrofoba y muchos estan cargados positivamente junto con
patrones caracteristicos de aceptor de enlaces de hidrégeno. Debido a su
hidrofobicidad, los farmacos se dividen en bicapas lipidicas o se unen
estrechamente a proteinas y tienen bajas concentraciones libres en el citosol. En
el "modelo de vacio hidrofébico", la P-gp toma sus sustratos de la region interna
de la membrana plasmatica y los transporta a la fase acuosa extracelular. Por otra
parte, el modelo de "flipasa” asume que los farmacos primero se dividen en la
membrana lipidica y luego interactian con la parte transmembrana de P-gp que
"voltea" el farmaco del citoplasma al medio exterior. Desde el medio exterior, los
farmacos se difunden a la fase acuosa extracelular o vuelven al medio
citoplasmatico, donde son recapturados. Este modelo de mecanismo de la P-gp

propuesto por Higgins y Gottesman en 1992 es uno de los mas utilizados. (19)

Modulacion de la glicoproteina P



Los moduladores de P-gp son compuestos que, dependiendo de la concentracion

aplicada, mejoran o reducen la actividad de Pgp ATPasa.

La resistencia multiple a drogas se ha visto influida por accion de la proteina
quinasa C (PKC) que lleva a cabo un proceso de fosforilacién importante in vivo e
in vitro ya que modifican el fenotipo MDR y con ello la presencia de células
resistentes se ve acomparfada de alteraciones en la actividad enzimatica de varias
quinasas. La glicoproteina P es fosforilada en la porcion basal por la PKC, lo que
afecta al transporte de farmacos. Esta fosforilacion se incrementa dos veces
mediante el tratamiento con ésteres de forbol, en algunas lineas celulares de
carcinoma. La fosforilacion de la glicoproteina P aumenta la actividad extrusora y

conduce a la eliminacion de la droga de la membrana.

Se ha demostrado también que la glicoproteina P/MDR1 y el CYP3A tienen
actividad sinérgica al presentar un barrera protectora en la biodisponibilidad de
farmacos. Ambas se encuentran localizadas en las células epiteliales del intestino
con lo cual reducen la biodisponibilidad de diversos farmacos ya sea por efecto del
primer paso intestinal ejercido por CYP3A o por la salida de los mismos a la luz
intestinal por accion de la glicoproteina P. La glicoproteina P se encarga de la
eliminaciéon de compuestos hacia la luz intestinal, y el CYP3A se encarga del
metabolismo de la droga a través de reacciones en fase |. Ademas de llevar a
cabo una accién conjunta dentro del metabolismo del farmaco, este sistema puede

también interactuar en su propia regulacion. (20)

Los inhibidores de Pgp son compuestos que ralentizan la tasa de actividad y
transporte de P-gp ATPasa. Por lo tanto, estos moduladores aplicados a altas
concentraciones, actian como inhibidores (por ejemplo, verapamilo). Si se aplica
junto con otros compuestos que interactian con P-gp, concentraciones mucho
mas bajas pueden conducir a la inhibicion. Como P-gp puede acomodar dos o
mas de dos moléculas no idénticas por ciclo de transporte, la inhibicion de P-gp a
menudo ocurre involuntariamente, si se aplica mas de un farmaco, un fenémeno

denominado interacciones farmaco-farmaco.



Un sustrato se define como un compuesto que muestra un flujo de salida activo
mas alto por P-gp que un flujo de entrada pasivo en un ensayo de transporte,

también denominado flujo de salida neto, por ejemplo la vinblastina.

Los inductores de P-gp son particularmente abundantes en los farmacos
citotoxicos contra el cancer. Si los inductores son pequefios, actian como
moduladores. Si son grandes, son "sustratos”, y si tienen muchos patrones,
inhiben la actividad y el transporte de Pgp ATPasa en concentraciones bajas y

actuan como inhibidores. (19)

La sobreexpresion de la glicoproteina P (P-gp) puede disminuir la concentracion
de farmacos intracelulares, como vinblastina, vincristina y daunomicina. La P-gp
puede sobre expresarse en células neoplasicas. Puede deteriorar la respuesta
terapéutica y el prondstico en la terapia del cancer, como sucede en leucemias
agudas. Por lo tanto, la P-gp juega un papel importante en eficacia y toxicidad del

farmaco.

Se ha encontrado expresion de P-gp a altos niveles en tejidos normales de
higado, pancreas, rifidn (tubulos renales), colon, yeyuno y cortex adrenal. Esto
sugiere que podria tener un papel fisiolégico en procesos de secrecion. En tejidos
tumorales se ha visto que la correlacién entre el incremento de expresion de P-gp

y la resistencia a multiples drogas debe ser la causa del fenotipo MDR. (21)

ANTECEDENTES

En diversos estudios se ha logrado demostrar la actividad de la Glicoproteina P y

Su asociacion con la resistencia a farmacos en pacientes con cancer.

Se ha demostrado en un ensayo realizado en Tunez a 59 pacientes con Leucemia
mieloide que los pacientes con expresion positiva de P-gp tienen una baja
probabilidad de lograr una mayor respuesta molecular al farmaco y un mayor
riesgo de desarrollar una resistencia al Imatinib (IM) como tratamiento. Los

resultados aqui sugirieron que la monitorizacién del nivel de expresion de P-gp



puede potencialmente identificar a los pacientes que probablemente desarrollen

falta de respuesta a la IM o0 que no respondan a la terapia de IM. (22)

El-Ghaffar y colaboradores estudiaron la expresion de P-gp concluyendo que esta
proteina se expresa en células leucémicas de pacientes en remision en un mayor
grado que aquellos con casos de novo en LLA y LMA. Estos resultados indican un
grado predictivo de quimioresistencia que puede ser muy util para la modificacion
de protocolos de quimioterapia, asi como moduladores. Sin embargo, otros

estudios no consideran como valor clinico los valores de expresion de P-gp. (23)

El grado de citotoxicidad celular por farmacorresistencia puede ser un
determinante importante en el desenlace del régimen terapéutico. Existen diversos
métodos para determinar el grado de farmacorresistencia celular in vitro, estos han
sido descritos con ventajas y desventajas. N. Fazlina y colaboradores demostraron
que los analisis de farmacorresistencia in vitro son una técnica importante y de
gran ayuda al entendimiento de los mecanismos de resistencia celular a farmacos,

especialmente en el caso de pacientes con leucemias agudas. (24)

Estudios llevados a cabo por Styezynki et al, indican que los pacientes con LLA en
remision presentan farmacorresistencia in vitro. Del mismo modo, la
sobreexpresion de P-gp en sus pacientes fue frecuente con un posible prondstico
adverso. Los datos reportados ofrecen nuevas perspectivas respecto al rol de la

farmacorresistencia de pacientes bajo remision por LLA. (25)

Los modelos de cultivo celular utilizados para el estudio de la expresion del gen
MDR se han realizado a partir de tejidos de diferentes especies a través del
aislamiento de células sensibles al farmaco cuya concentracion se aumenta
gradualmente. Consecuentemente la P-gp se asocia como principal causa de
resistencia a alcaloides de vinca, podofilotoxina, camptotecina, inhibidores de la
tirosin kinasa, taxanos y epitolonas. (26)

Ademas, varios estudios asocian la sobreexpresion de P-gp como un factor
adverso en el pronostico de tumores solidos y hematolégicos (25). Ademas, la

sobreexpresion de P-gp se ha encontrado en otras enfermedades inmunes como



la artritis reumatoide, donde se analizo la actividad funcional de la P-gp con un
citometro de flujo, lo que sugiere que los linfocitos periféricos de los pacientes
artriticos tenian una mayor actividad de MDR (27).

En algunos estudios, una mayor expresion de P-gp se ha descrito en una recaida
mas que en el diagnéstico inicial de leucemia en adultos y se relacioné con un
mayor riesgo de recaida (28). La sobreexpresion, el aumento de la funcidon de la
proteina P-gp y los niveles de ARNmM han mostrado factores pronésticos negativos
significativos para el resultado clinico en la LLA infantil. Sin embargo, otros

estudios refutan el valor clinico de la expresion de P-gp (29).

Los estudios in vitro de blastos de leucemia mieloide aguda primaria (LMA)
mostraron que la expresion de MDR1 P-gp puede estar relacionada con la
resistencia a la apoptosis. También se descubrié que la P-gp juega un papel
importante en la leucemia promielocitica aguda (APL) recidivante. Utilizando la
citometria de flujo inmunitario y la reaccion en cadena de la polimerasa de
transcripcion inversa (RT-PCR), Cianfriglia encontré que mas de un tercio de las
muestras de sangre leucémicas son P-gp positivas, que se asociaron con una
menor respuesta de la quimioterapia y una mala supervivencia en pacientes con
AML (30). En los linfocitos T humanos, la linea celular de glucocorticoides como

prednisona y prednisolona, induce la actividad ABCB1 (31).

JUSTIFICACION

La farmacorresistencia mdiltiple es uno de los factores mas importantes y

determinantes ante la respuesta de una quimioterapia.

El eflujo de farmacos mediado por la glicoproteina P afecta drasticamente los
niveles de concentracion terapéutica en plasma. La resistencia multiple a farmacos
mediada por la glicoproteina p presente en las membranas de las células es
indicativo de un mal pronostico para pacientes que cursan un tratamiento contra la
leucemia. Diversas investigaciones apoyan el valor clinico de su seguimiento y

cuantificacion al largo de un tratamiento.



La comprension del impacto que tiene la sobreexpresion de la P-gp y su relacion
con la quimioresistencia y la afeccién del tratamiento abre un panorama
importante a la identificacion y correlacion de variables prondsticas adicionales de
valor clinico util que propicien la aplicacion de terapias adaptadas mas precisas

asi como el desarrollo de farmacos que no generen farmacorresistencia.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En pacientes con Leucemia linfoblastica aguda se ha registrado el desarrollo de
resistencia mdultiple a farmacos. La expresion de la P-gp aumenta en células
leucémicas. Esta proteina ejerce una accion importante como factor responsable
de una disminucién en los niveles de farmaco en el interior de las células

tumorales mediante un mecanismo de transporte dependiente de ATP.

Un problema importante en el tratamiento de la leucemia es el desarrollo de
resistencia a los agentes quimioterapéuticos. Uno de los principales mecanismos
de resistencia es un rapido flujo de medicamentos mediado entre otros por P-gp.
El seguimiento de las concentraciones de la expresiéon de la Glicoproteina P puede

aportar un valor clinico util para el desenlace un tratamiento de quimioterapia.

HIPOTESIS

La sobreexpresion de la glicoproteina P es un factor de quimioresistencia en
pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda que afecta el éxito del tratamiento y

con ello del prondstico de vida.

OBJETIVOS

Determinar las concentraciones de Glicoproteina P durante el tratamiento de
quimioterapia de induccion a remisidbn mediante ensayo de citometria de flujo en

pacientes pediatricos con Leucemia Linfoblastica Aguda.



Particulares:

- Determinar la concentracion de P-gp en al menos 4 valoraciones luego de

que el paciente haya recibido tratamiento durante 4 meses.

- Evaluar los cambios que hayan ocurrido en las concentraciones

glicoproteina P a lo largo del tratamiento.

METODOLOGIA

- Tipo de disefio: Estudio descriptivo, observacional, longitudinal, prospectivo,

unicéntrico y homodémico.

- Definicion del universo de trabajo: Pacientes con LLA que sometidos a
guimioterapia en la unidad de quimioterapia de Una Nueva Esperanza ABP.

0 Criterios de inclusion:

L] Pacientes que se encuentran en fase de induccion a remisién
L] Régimen de tratamiento PETHEMA

] Pacientes que acepten firmar el consentimiento informado.

0 Criterios de exclusion:

] Pacientes que no continuen el tratamiento.

L] Pacientes que en algin momento del estudio decidan no compartir su

informacion.

Se utilizaron un total de 80 muestras obtenidas de 17 pacientes que se sometieron
a quimioterapia en la unidad de quimioterapia de Una Nueva Esperanza A.B.P.

Todos los pacientes contaba con el diagnostico de leucemia linfoblastica aguda de



células B, y se encontraban en el tratamiento en la fase de induccidén a remision,
siguiendo el régimen de tratamiento PETHEMA, creado por el grupo PETHEMA en
Espafia utilizado en inicialmente para tratar LLA en 1972. Este régimen esta
conformado por una o dos fases de induccidon si es necesario, una fase de
consolidacion ( la que incluye tres ciclos de quimioterapia), y una fase de
mantenimiento. El regimen PETHEMA ha sido adaptado para nifios, adolescentes
y adultos, teniendo muy buen resultado en nifios, con tasas de supervivencia de

hasta el 95% en paises desarrollados.

Se obtuvieron muestras de sangre periférica las cuales fueron recolectadas en
tubos EDTA de 5 ml cada vez que los pacientes se sometian a quimioterapia, con
una duracion de 4 meses. Las muestras fueron analizadas inmediatamente
después de la extraccion. Las células mononucleares eran separadas por
centrifugacion de gradiente de densidad estandar (Ficoll-Hypaque; Lymphoprep;
Nycomed, Pharma, Oslo Norway). Después de lavarlas dos veces, las células
viables se contaban con azul de tripano y ajustadas a o0 1x106 en solucion salida

tamponada con fosfato (PBS).

Un total de 2x10° células fueron incubadas con 40 pL de 400 pM daunorubicina, y
una tincidon extracelular fue realizada utilizando un anticuerpo humano: anti-CD45
APC (Beckman Coulter). Las celulas se dividieron en 2 alicuotas. Una alicuota se
mantuvo a 4°C durante 30 minutos para permitir la medicion de la captura basal de
daunorubicina. La otra alicuota se incub6 en un bafio de agua a 37°C por 30

minutos, para que se pudiera llevar a cabo el eflujo (expulsion).

Después, las células fueron lavadas dos veces en un medio salino tamponado con
fosfato, e inmediantamente se realizé un analisis con citrometria de flujo (Gallios 8
Colors / 2 Lasers, Beckman Coulter). Todos los analisis fueron realizado utilizando
un citometro de flujo FACSacan con el software CellQuest (Kaluza flow analysis
for Gallios 1.0). Se utilizaron ventanas electronicas para permitir el analisis
separado de todas las células sobre las caracteristicas de dispersion lateral y
dispersion frontal (para evitar diferencias en el tamafio o granularidad entre las

poblaciones celulares, se establecieron gates estrechas en el medio de los cluster



celulares). Después de la primera seleccion, se filtraron solo las células que daban
positivo al anti-CD45, y todos los andlisis se llevaron a cabo con esas ventanas.
Los resultados fueron expresados como el porcentaje de células capaces de

expulsar la daunorubicina.

La intensidad de fluorescencia se registré en cada sujeto y en cada subpoblacién

celular para determinar las células con eflujo y las que no.

El estudio fue aprobado por el comité de bioética de la institucion, al tratarse de
sujetos menores de edad, los consentimientos informados fueron firmados por lo

tutores legales de los pacientes.



RESULTADOS

Se llevé a cabo el seguimiento de los pacientes en hasta 5 aplicaciones de
quimioterapia. Los pacientes presentaban similaridad en las condiciones de la
enfermedad y se encontraban bajo el mismo esquema de tratamiento PETHEMA,
la comparacion de los resultados obtenidos para los 17 pacientes se representan
en el grafico 1.
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Gréfico 1.

La grafica muestra el resultado de la actividad de la Glicoproteina-P en todos los pacientes. Esta
actividad fue determinada por medio de porcentaje de células capaces de extruir daunorribicina en
linfocitos de sangre periférica en cada pacientes. Cada punto de la grafica representa el promedio
del porcentaje de todos los pacientes evaluados en cada ciclo de quimioterapia.
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Grafico 2

El grafico 2 muestra el promedio de las lecturas del porcentaje de células capaces de extruir
daunorrubicina para todos los pacientes dentro de las 5 tomas de muestra a lo largo del
tratamiento. La linea punteada representa la linea de tendencia ajustada a estos porcentajes para

cada una de las 5 lecturas.



DISCUSION DE RESULTADOS

La manifestacidon de multirerristencia a farmacos es actualmente un fendmeno en estudio
y de caracter multifactorial. Se conoce que la actividad de la Glicoroteina-P no es la unica
responsable de esta condicidn, sin embargo resulta un factor importante para aquellos
pacientes cuyo tratamiento no esta resultando efectivo.

Actualmente no existe un parametro definido que expligue de manera puntual el
fenomeno por el cual la actividad de la Glicoproteina P puede verse modificada, sin
embargo algunos autores indican una especial relacion con diagndsticos desfavorables
cuando esta actividad aumenta, mientras que otros autores no han determinado una
correlacidn clinica directa de la glicoproteina P con el desarrollo del paciente.

Estudios llevados a cabo por Ivy y colaboradores demostraron que la Glicoproteina P no
representa un marcador del prondstico de leucemias infantiles luego de analizar su
expresion antes y despues del tratamiento para remision. A pesar de ello se identificaron
correlaciones en una tendencia de mejora al tratamiento luego de haber administrado
moduladores de resistencia a farmacos. Esto si demostréo el papel de la
multidrogoresistencia a farmacos como un factor importante en el prondstico de la
enfermedad a lo largo de un proceso terapéutico.

La Leucemia linfoblastica aguda es una enfermedad de etiologia heterogénea con una
base genética asociada a multiples genotipos que representan una respuesta distinta a los
variados esquemas de tratamiento que existen para cada paciente de acuerdo a la
manifestacion de la nefermedad. Los resultados ante diversos estudios que demuestran
una asociacion entre la Glicoproteina-P y un pobre prondstico son controversiales.
Basados en estos informes, es importante esclarecer el mecanismo por el cual en primera
instancia se desarrolla desde su origen la resistencia multiple a farmacos, y ademas, las
causas que permiten la expresidn mayor en unos pacientes y en otros no. Por ello resulta
importante el tomar en cuenta la historia clinica de cada paciente de manera individual y
la especifica relacion de la actividad de la Glicoproteina P manifestada en cada uno de
forma personalizada.

En este estudio se logré observar que la tendencia de la expresién de la Glicoproteina P
para este grupo de pacientes fue en incremento, resultado observado de manera
individual como en promedio para cada lectura. Se determind la actividad de la
Glicoproteina P en leucocitos de sangre periférica mientras que otros estudios como los
llevados a cabo por Drach y colaboradores, utilizaron muestras de sangre periférica asi
como de médula dsea, repotando resultados para ambos tipos de células estudiados. A
pesar de ello se ha determinado que una de las formas mas efectivas de medicion de la
Glicoproteina P es mediante un analisis de expresion genética. En el presente estudio,
siguiendo otra metologia, se determind la actividad de la Glicoproteina ya que su
sobreexpresion se presenta como mecanismo de propteccion en las células resultando asi



en una forma directa de evaluar la actividad de la Glicoproteina celular del paciente
mientras éste se encuentra en tratamiento.

Actualmente, no se ha definido completamente el desarrollo de |la sobreexpresion de la
Glicoproteina P en pacientes con alguna forma de cancer y son diversos los mecanismos
que pueden estar involucrados, como factores de transcripcién y vias de sefalizacién.

Para este estudio no se realizé una evaluacion periddica de la condicion clinica de cada
paciente, sin embargo la observacion realizada sobre la expresion de la glicoproteina P
resulta un factor importante para tomar en cuenta en aquellos cuyo prondstico pudiera
no ser favorable luego del tratamiento.

En este estudio se determina que la resistencia a farmacos debe ser evaluada cuando un
paciente sufre una recaida, esto puede dar una via alterna para dar continuidad a su
tratamiento buscando mejores opciones acorde a la manifestacion de la resistencia.

Como se observo en los resultados y comparando con otros estudios, la detemrinacion de
la expresidn y actividad de la Glicoproteina P puede fungir como un biomarcador potencial
de resistencia a farmacos que bajo evaluacién, pudiera asociarse a al desarrollo de la
enfermedad del paciente, como lo demostré Soto y colaboradores; la sobreexpresion e
incremento de la Glicoproteina estaria relacionada con un peor prondstico al tratamiento.
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