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Resumen  Una proporcion importante de pacientes con leucemia mieloblastica aguda (LMA) presentan recai-
da o resistencia con el tratamiento. Uno de los mecanismos involucrados en la resistencia a dro-
gas, es la presencia de la glicoproteina P 170 (gp-P 170) resultante de la expresion del gen MDR-1 sobre las
células leucémicas. El objetivo de este trabajo es valorar el impacto pronéstico de la expresién de MDR-1 en
una poblacién de pacientes tratados por LMA. Se evalué retrospectivamente la expresion de MDR-1 en una
cohorte de 55 pacientes con LMA, mayores de 16 afios, que recibieron tratamiento quimioterapico desde 1990
hasta el 2000. Se evalud sobre biopsia de médula ésea, la expresion de MDR-1/gp-P 170 por inmunohistoquimica.
Mediante una curva ROC, se establecié que una expresion de MDR-1 > 50% en células blasticas, resulté sig-
nificativa para el logro de remisiéon completa. Esta expresion de MDR-1+ correlacion6 con la presencia de
leucocitosis: (p:0.002), expresion de células CD34+ (p:0.006), menor tasa de remision completa (p:0.001), ma-
yor tasa de recaida (p:0.02) y de estudios citogenéticos no favorables (p:0.02). La SLE fue de 21.2% ES:9.3
con un seguimiento de 22 meses para el grupo MDR-1+ versus 56.4% ES:12.5 con un seguimiento de 78 me-
ses en los casos MDR-1- (p:0.007). Se puede concluir que la expresion de MDR-1 ha demostrado ser un factor
pronéstico de resistencia a la quimioterapia. Estos pacientes presentan una menor tasa de remisién completa,
una mayor tasa de recaida por persistencia de enfermedad residual post-tratamiento, lo que produce una me-
nor sobrevida global.
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Abstract Prognostic value of the expression of MDR-1 in acute myeloid leukemia . An important number
of patients with Acute Myeloid Leukemia (AML) experience relapse or resistance to chemotherapy.
One of the mechanisms involved in this resistance is the presence of glycoprotein P170 (gp-P 170), which results
of the MDR-1 gene in leukemic cells. The objective of this article is to assess the prognostic impact of the expression
of MDR-1 in a group of patients treated for AML. The expression of MDR-1 was retrospectively assessed in a cohort
of 55 patients with AML, older than 16 years old, who received chemotherapy from 1990 to 2000. The presence of
MDR-1/gp-P170 was evaluated on bone marrow biopsy by immunohisto-chemistry. A ROC curve established that
an expression of > 50% of MDR-1 on blastic cells was significant for the achievement of complete remission. The
expression of MDR-1+ correlated with the presence of leucocytosis (p:0.002), expression of CD34+ cells (p:0.006),
less achievement of complete remission (p:0.001), more rate of relapse (p:0.02) and of non-favorable cytogenetics
(p:0.02). The event-free survival was of 21.2% SE:9.3 with a follow up of 22 months for the group of MDR-1+ versus
56.4% SE 12.5 with a follow-up of 78 months for the MDR-1- group (p:0.007). It can be concluded that the expression
of MDR-1 is a prognostic factor of resistance to chemotherapy. These patients present a lower rate of complete
remission, a higher rate of relapse with persistence of post treatment residual disease, which produces a shorter
global survival.
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Si bien durante las Ultimas décadas, con el tratamiento
quimioterapico se ha obtenido una mayor tasa de remi-
sién completa® * y sobrevida libre de eventos en los pa-
cientes con leucemia mieloblastica aguda (LMA)®> 11, atin
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hay una proporcién importante de pacientes que experi-
menta recaida o resistencia al tratamiento muriendo
como consecuencia de las complicaciones de la enfer-
medad. Uno de los mecanismos involucrados en la re-
sistencia a las drogas quimioterapicas, es la presencia
de la glicoproteina P (gp-P) 170 resultante de la expre-
sion del gen MDR-1 sobre las células leucémicas??. La
actividad de la bomba dependiente de energia de la gp-
P 170 permite la eliminaciéon de drogas relacionadas y
no relacionadas con la quimioterapia, causando resis-
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tencia al tratamiento. La exposicién a drogas quimiote-
rapicas induce la sobreexpresion de la gp-P 170 en célu-
las blasticas*®, actuando como un mecanismo de defen-
sa adaptativo ante la exposicion a un estimulo letal, in-
dependiente de que la droga sea sustrato o no de la gp-
P 170. La expresion de MDR-1 ha sido identificada como
un factor pronéstico independiente adverso para la ob-
tencion de remision completa y sobrevida en pacientes
con LMA2° Se ha observado que las células leucémicas
CD34+ que coexpresan MDR-1 tienen un aumento de la
actividad funcional de la gp-P 170, lo que les confiere
una mayor resistencia a drogas, correlacionando con una
menor respuesta al tratamiento quimioterapico y presen-
cia de niveles elevados de enfermedad residual minima
en pacientes con LMA?Z. El objetivo de este trabajo es
valorar el impacto pronéstico de la expresion de MDR-1
en una poblacién de pacientes con LMA tratados en nues-
tra institucion.

Material y métodos

Pacientes: Se evalué en forma retrospectiva la expresion de
MDR-1 en una cohorte de 55 pacientes consecutivos mayo-
res de 16 afios, con diagnoéstico de LMA, que ingresaron a
nuestro hospital desde marzo de 1990 hasta marzo del 2000.
Se excluyeron del anélisis a los casos que fallecieron antes
de ser evaluables para el logro de remisién completa. La edad
media fue de 45 % 14 afios, hubo 23 mujeres y 32 varones,
45 LMA fueron primarias y 10 secundarias. Se clasifico a la
LMA segun los criterios de la French-American-British classi-
fication (FAB) y se establecié que hubo: MO: 2 pts, M1: 14
pts, M2: 13 pts, M3: 9 pts, M4-M5: 13 pts, M6: 1 pte, M7: 1
pte y 2 pts con LMA secundaria a mielodisplasia no pudie-
ron clasificarse. Se realiz6 inmunofenotipificacién por
citometria de flujo desde 1992 y estudios citogenéticos con
técnicas de bandeo habituales. Se consider6 el estudio
citogenético como de prondstico favorable(F) cuando tenia:
t(15;17), t(8;21) o inv16; intermedio(l): Citogenético normal,
trisomia 8, 11923, y desfavorable(D): alteraciones citogené-
ticas complejas que comprometen mas de 2 cromosomas,
monosomia 5 o 7, inv(3q), 20q, 21q, t(6;9), t(9;22).

Tratamiento: Todos los pacientes recibieron tratamiento
quimioterapico de induccién con Ara-C 200 mg/m?/dia en in-
fusién continua (dia 1-7) e idarrubicina 12 mg/m?/dia (dia 1-
3). Se realiz6 tratamiento de consolidacion con alta dosis de
Ara-C 2 gr/m?/dosis cada 12 horas (dia 1-4) combinada con
Mitoxantrona 12 mg/m?/dia (dia 1-3) (consolidacién 1) y VP16
200 mg/m?/dia (dia 1-5) (consolidacién 2). Los pacientes con
Leucemia Promielocitica (M3) realizaron induccién con ATRA
45 mg/m? e Idarrubicina 12 mg/m?/d dia 6 a 9 y consolida-
ciones con idarrubicina 12 mg/m?/dosis dia 1 a 3. Se conside-
ré remision completa a la recuperacion de la hematopoyesis
normal con menos del 5% de blastos en médula 6sea y nor-
malizacion del hemograma. El empleo de trasplante de médu-
la 6sea como parte de la terapéutica quedd a decision del
médico tratante segun los factores de mal pronéstico que pre-
sentaba cada paciente.

Evaluacién de MRD-1 y CD34:

Se realizaron cortes histolégicos de 5 micrones de espesor
de biopsias de médula 6sea fijadas en Bouin e incluidas en
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parafina para estudios morfoldgicos de rutina (hematoxilina-
eosina, Giemsa, reticulina).

En todas las muestras se cuantifico la proporcion de
blastos con respecto a la poblacién hematopoyética, emplean-
do criterios morfolégicos habituales.

Para evaluar la expresion de MDR-1/Pgp 170 se emple6
el anticuerpo monoclonal clon C494 (Signet, EEUU) en una
dilucién 1:80 en PBS. Este anticuerpo detecta especifica-
mente un epitope citoplasmatico que se expresa Unicamen-
te en la proteina MDR-1/Pgp 170 transmembrana y presenta
patron de membrana.

El estudio de la expresién de CD34 se realizé con el an-
ticuerpo monoclonal Qbend10 (Biogenex, EEUU) en una di-
lucion 1:100 en PBS.

Las tinciones inmunohistoquimicas se realizaron con la
técnica de estreptavidina biotina (sistema Multilink, Biogenex,
EEUU) y revelado con diaminobencidina (Biogenex). La
contracoloracion nuclear fue realizada con hematoxilina.

Se emplearon métodos de recuperacion antigénica con
citrato de sodio 0.01M en horno de microondas. El procedi-
miento se realiz6 en forma automatizada en el instrumento
para inmunohistoquimica Optimax 2.6 (Biogenex, EEUU).

La evaluacion de la expresion de los marcadores se rea-
lizé en los blastos, y fue considerada positiva o negativa (no
se evalud la intensidad de la marcacién). Se evaluaron 30
campos de gran aumento (400x) en cada muestra para es-
tablecer la proporcion de blastos positivos con MDR-1 y CD34
sobre el total de blastos.

Evaluacién: Dado que existen diferentes trabajos con dis-
tintas técnicas para evaluar la expresion del MDR-1, se es-
tablecié en este trabajo mediante una curva ROC, un va-
lor de corte para la expresion de MDR-1 que result6 signifi-
cativo para el logro de la remision. Posteriormente, se
correlacioné el MDR-1 con la presencia de factores pronés-
ticos desfavorables para LMA como: edad, LMA secundaria,
estudio citogenético desfavorable y leucocitosis. Se evalud el
impacto del MDR-1 sobre las recaidas, sobrevida libre de even-
tos y sobrevida global.

Estadistica: Se utilizé el Chi cuadrado con correccion de
Fisher para el andlisis de variables no paramétricas, el test
de Spearman para correlacionar variables no paramétricas,
las variables paramétricas se analizaron utilizando ANOVA
considerandose una p < 0.05 como significativa. La duracion
de la remisién (RC) se midi6 desde la fecha en que se docu-
mento la RC hasta la recaida. Para la duracion de la remi-
sion se utilizé el método actuarial de Kaplan y Meier y las
comparaciones fueron hechas por log-rank test. Con la fina-
lidad de determinar el valor pronéstico de la expresion de
MDR-1 para la sobrevida libre de eventos, se excluyé del ana-
lisis a los pacientes que no lograron remisién completa con
el tratamiento de induccion y reinduccién (8 pacientes).

Resultados

La expresion de MDR-1 demostré tener significacion es-
tadistica para la obtencion de remision completa segun
la curva ROC (Fig. 1), con un area bajo la curva 0.76
(p: 0,006), siendo el valor de corte significativo para
MDR-1 > 50%.

Serealiz6 una correlacion entre la expresion de MDR-
1y otros factores de mal pronéstico en LMA como: edad
(p: ns), leucocitosis: (p: 0.002) por Spearman y LMA se-
cundaria (p: ns), LMA M3 (p: 0.006), estudios citogené-
ticos favorables vs no favorables (p:0.006) por ANOVA.
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Fig. 1.— Evaluacién del % de expresién de MDR-1 para el
logro de remisiéon completa por Curva ROC

TABLA 1.— Influencia de los factores prondsticos
desfavorables para el logro de remision completa

RC Sin RC p

Ptes 43 12
Edad 44 + 15 49 + 13 ns
Sexo (F/M) 20/23 3/9 ns
Leucocitos 35312 + 49767 65610 + 90854 ns
LMA 19/2° 36/7 9/3 ns
MDR-1 47 + 38 85+ 14 0.001
CD34 28 + 35 51+35 0.05
Citogenético

F 11 0 ns

| 14 4 ns

D 3 2 ns
P status* 0.95 + 0.82 1.0 £0.74 ns

*P. Status segun ECOG

Se evalud cudles de estos factores prondsticos fueron
significativos para el logro de remision completa en esta
poblacion (Tabla 1). Los factores prondsticos desfavora-
bles con significancia estadistica fueron: la expresion de
MDR-1 (p:0.001) y CD34 (p: 0.05), observandose una
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mayor tasa de remision cuando el estudio citogenético
es favorable (p: 0.07), siendo leucemias promielociticas
la mayoria de estos casos.

Anadlisis del MDR-1 segun los valores de corte:

Observamos una expresion de MDR-1 en blastos > 50%
en 31 de los 55 pacientes evaluables (56.4%). En la Ta-
bla 2 se evalla la asociacion entre la expresion de MDR-
1 con variables clinicas y prondsticas de la LMA. Se lo-
gré remision completa (RC) con una induccion en 43 pts
(78.1%), 12 pacientes realizaron reinduccién obtenien-
do RC 5 pts (41.6%). Se observo recaida en 23/48, sien-
do en el grupo de MDR-1- de 7/24 (29.1%) vs. MDR-1 +
16/24 (66.6%) p: 0.02. En el analisis actuarial por Kaplan
Meier para sobrevida libre de eventos (SLE) en 48 pts
evaluables se observé una SLE del 21.2% ES: 9.3 con
una media de seguimiento de 22 meses (IC 95%: 11-32)
para el grupo con MDR-1 + y una SLE de 56.4% ES:
12.5 con una media de seguimiento de 78 meses (IC
95%: 51-105) para MDR-1-, siendo la SLE menor para el
grupo que expresa MDR-1 + (p: 0.007 por log rank test)
(Fig. 2). La sobrevida global por Kaplan Meier fue mayor
en el grupo sin expresién de MDR-1- 41.2% ES:10.1 con

TABLA 2.— Evaluacién de la expresién de MDR-1 con
variables clinicas y prondsticas de la LMA

MDR-1 - MDR-1 + p

Ne° ptes 24 31
Edad 41 + 16 48 + 13 ns
Sexo (F/M) 12/12 11/20 ns
LMA 1°/2° 19/5 26/5 ns
FAB

MO 0 2 ns

M1 4 10 ns

M2 6 7 ns

M3 8 1 0.006

M4-5 5 8 ns

M6-7 1 1 ns

Inclasif. 0 2 ns
Leucocitos 23032 + 40535 56152 + 70777 0.05
Hemoglobina 85+21 8.9+22 ns
Plaguetas 58652 + 63210 82341 + 75167 ns
Citogenético

F*/NF** 8/7 3/16 0.02
CD34(%) 18 £ 30 44 + 36 0.006
RC (S/N) 24/0 19/12 0.001
Recaida (S/N) 7117 16/ 8 0.02

* F: Favorable
** NF: No favorable (Intermedio + Desfavorable)



o]

g

> -

[

= -

K] .

[=] 5 -

n -

3 ad =z Expresion de MDR-1

° H

S g Fee +  MDR-
2 e e +
1 +  MDR-1+

00 +

0 20 40 60 80 100 120 140

Sobrevida en meses

Fig. 2.— Curva de sobrevida libre de eventos segun la expre-
sion de MDR-1 en pacientes con LMA

10 =

o]
]
g ]
8 s
(%] ”
[} 4 \ Expresion de MDR-1
o ' —
g L] L = MDR-1-
: I_l_
21 ey -

MDR-1 +

—_——— o

B o ——

+

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Sobrevida en meses

Fig. 3.— Curva de sobrevida actuarial segun la expresién de
MDR-1 en pacientes con LMA.

una media de seguimiento de 59 meses (IC 95%: 36-
82) vs 6.4% ES: 5.7 con una media de 27 meses (IC
95%: 12-41), p: 0.048 por log rank test (Fig. 3).

Discusién

La expresion de MDR-1 en las LMA de novo ha demos-
trado ser un factor prondéstico adverso para el logro de la
RC y sobrevida libre de eventos'*%.

El desarrollo de mecanismos de resistencia al trata-
miento quimioterapico constituye el mayor problema para
el manejo de pacientes recaidos o refractarios. Algunos
autores han evaluado la expresion de MDR-1 en las re-
caidas de LMA, encontrando que los pacientes que son
refractarios o recaidos expresan mas frecuentemente
MDR-1 que las LMA de novo??*2*. La expresion de MDR-
1 en LMA varia desde el 27 al 75 % segun lo reportado
por diferentes autores??2% 2531 siendo en nuestro trabajo
del 56.4%. Estas diferencias cuantitativas en la expre-
sién del MDR-1 en los diferentes estudios, es el resulta-
do del uso de diferentes técnicas metodologicas y esta-
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disticas en su evaluacion. La expresion de MDR-1 se
puede analizar utilizando métodos inmunocitoquimicos
0 inmunohistoquimicos, citometria de flujo, métodos que
evallan la funcion de la bomba de la P-gp 170 midiendo
el eflujo de drogas y cuantificacion de la expresion del
ARN del MDR-1 o el ARN mensajero (ARNm) por reac-
cion de la polimerasa por transcriptasa reversa (RT-
PCR)3*?>34, La obtencion de un valor de corte significativo
para la expresion del fenotipo MDR-1+ no esté claramente
establecida; varios autores han establecido diferentes
valores de corte: 5%2% 3035 209628 36.37 y 30%2° de células
leucémicas positivas. Sin embargo, la utilizacion de es-
tos valores de corte pre-establecidos en forma arbitraria
pueden no contribuir en forma significativa al prondstico.
Por este motivo, establecimos para nuestra cohorte un
valor que correlacionara el porcentaje de células positi-
vas para la expresién de MDR-1 con la respuesta al tra-
tamiento quimioterdpico, observando mediante la reali-
zacion de una curva ROC que el valor de corte significa-
tivo es > al 50%. De manera similar que en otros traba-
jos, no se encontrd asociacion significativa entre la ex-
presion de MDR-1 con edad y sexo. Se encontr6 una
correlacion significativa entre la expresion de MDR-1 +y
la leucocitosis (p:0.05), en concordancia a lo reportado
por otros autores? 3., También se observo correlaciéon
en la co-expresion de MDR-1 + y CD34+ en células
leucémicas (p: 0.006), esta asociacion reportada en la
literatura disminuye la respuesta al tratamiento, encon-
trdndose niveles elevados de enfermedad residual mini-
ma en estos pacientes® %40 | a falta de expresion de
MDR-1 se encontré asociada a estudios citogenéticos
favorables (p: 0.02), especialmente a la presencia de t(15;
17) caracteristica de la leucemia promielocitica (p: 0.006),
como ha sido documentada en otras series de casos? *-
42_ En nuestro trabajo, la expresion de MDR-1 ha demos-
trado ser un factor pronostico de resistencia a la quimio-
terapia, observandose en estos pacientes una menor tasa
de remisién completa (p: 0.001), resultados similares a
los publicados por otros autores!#+ 282937 | 3 menor dura-
cién de la RC en los pacientes con expresion de MDR-1
se debe a la presencia de una mayor enfermedad resi-
dual post-tratamiento, lo que se evidencia en una mayor
tasa de recaida (p: 0.02), una menor sobrevida libre de
eventos (p: 0.007) y una menor sobrevida global
(p: 0.048).

En conclusion, creemos que la deteccién del fenotipo
MDR-1+ através de la gp-P 170 permite identificar a los
pacientes que pueden resultar resistentes al tratamiento
clasico de induccién en leucemias mieloblasticas agu-
das de novo. Esta informacion permitiria modificar la es-
trategia terapéutica a implementar en estos casos, utili-
zando agentes que bloqueen la funcion de la gp-P 170 o
drogas con niveles intracelulares que no estén modifica-
dos por esta bomba. Los trabajos realizados con drogas
como el PSC-833%%44 que modulan la actividad de la bom-
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ba gp-P 170 han demostrado incrementar la toxicidad
de los regimenes empleados, lo que dificulta el uso de
estos agentes, pero aln la experiencia en la modulacién
de la bomba es bastante limitada. La mayor tasa de re-
caida observada para el subgrupo de pacientes con ex-
presién de MDR-1 que logra remision completa, requeri-
ria la implementacion de otras alternativas terapéuticas
en funcion del nivel de enfermedad residual minima, para
obtener mejores resultados.
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It is ironic even though we know so much more about the molecular nature of tumor antigens and
the mechanism by which synthetic and recombinant vaccines generate immunity, our clinical results
are not yet nearly so impressive as Jenner's original smallpox vaccine.

Resulta ir6nico que a pesar que sabemos tanto acerca de la naturaleza molecular de las vacunas
y del mecanismo segun el cual vacunas sintéticas y recombinantes generan inmunidad, nuestros
resultados clinicos distan mucho de ser tan impactantes como los de la vacuna original de Jenner
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