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Resumen La resistencia al tratamiento con Imatinib resulta de mecanismos dependientes del BCR/ABL tales
como la sobre-expresion y la adquisicion de mutaciones de punto en sitios criticos del dominio kinasa
de ABL o de diferentes mecanismos independientes, como la evolucion clonal. El propdsito de este estudio fue
identificar las mutaciones del dominio kinasa del gen ABL y la amplificacién del reordenamiento genémico BCR/
ABL en pacientes con LMC con falta o pérdida de respuesta hematolédgica y/o citogenética al tratamiento con
Imatinib. Se incluyeron 96 pacientes, de los cuales 79 fueron evaluables. En veintiseis pacientes (33%) se iden-
tificd algin mecanismo de resistencia: 20 (25%) presentaron mutaciones de punto en el dominio kinasa, 5(6.3%)
duplicacion del cromosoma Ph” y solo 1 (1.2%) mostré amplificacion del BCR/ABL. La mutacién T315| se ob-
servé en 1 caso. La mediana de edad en los pacientes con mutaciones fue de 45 afios [20-63] y la de los que
no se presentaron mutaciones 49 afios (24-75) p= 0.099. Se detectaron mutaciones en 20 pacientes, 5 en fase
cronica (25%), 12 en fase acelerada (60%) y 3 en crisis blastica (15%) (p=0.007). La mediana de aparicion de
las mismas fue de 61 meses desde el diagnéstico de LMC (1.4-158) y 40 meses (1-66.5) desde el inicio de la
terapia con Imatinib (p= 0.08 y p= 0.224 respectivamente). Las mutaciones en la regién p-loop fueron las mas
frecuentes. El analisis univariado demostré que la fase avanzada de la enfermedad se asoci6 significativamente
con presencia de mutaciones. Las mutaciones en el dominio kinasa se reconocen como el principal mecanismo
de resistencia al tratamiento con Imatinib y su deteccién puede determinar un cambio en la estrategia terapéutica.
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Summary  Chronic myeloid leukemia. Genetic mechanisms of resistance to Imatinib. There is
a subset of patients treated with Imatinib who either fail to achieve or lose hematological/ complete
cytogenetic response (CCyR). Both BCR-ABL dependent and independent mechanisms of resistance have been
described. We have performed an open label, multi-centric, non randomized, cross sectional study in order to
investigate ABL kinase domain mutations, amplifications/overexpression of BCR-ABL transcripts in Imatinib
resistant patients. A total of 96 patients (pts) were studied and 79 were evaluable. Twenty mutations were detected
(25%), one patient (1.2%) had BCR-ABL amplifications with 4-6 signals in interphase nucleus and five patients
(6.3%) had clonal evolution with double Ph chromosome. T315|] mutation was detected in one patient. Median
time from CML diagnosis and initiation of Imatinib therapy was 61(1.4-158) and 40 (1-66.5) months respectively.
(p=0.08 and p=0.224). In a univariate model, advanced stage disease at time of Imatinib failure (p=0.007) was
associated with development of mutations. P loop mutations were the most frequent. Point mutations of the Abl
kinase domain appear to be the more common mechanism of Imatinib resistance. Its early detection may induce
changes in therapeutic strategy such as dose escalation, combination therapy or second generation tyrosine
kinase inhibitors.
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La leucemia mieloide cronica (LMC) es un desorden
hematoldgico clonal que representa el 15% de las leu-
cemias del adulto y afecta a 1-2 personas por cada
100.000 habitantes. Se describen 3 fases de la enferme-
dad: crénica, acelerada y blastica®. El uso del mesilato
de Imatinib (Gleevec, STI571, Novartis Pharma AG)%+ 7
marco el inicio de la era de las terapias antineoplasicas
dirigidas contra blancos genéticos especificos®’ y cons-
tituye el tratamiento standard de los pacientes con LMC
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en fase cronica. La resistencia al tratamiento®° puede
resultar de mecanismos dependientes del BCR/ABL ta-
les como la sobre-expresion y la adquisicion de mutacio-
nes de punto en sitios criticos del dominio kinasa de ABL
o de mecanismos independientes como la evolucion cario-
tipica clonal, la activacion de alguna tirosina kinasa (TK)
alternativa, la sobre-expresion del gen de resistencia a
drogas (MDR) y la presencia de células Ph+ quiescentes
insensibles al Imatinib. Las mutaciones de punto dentro
del dominio kinasa del ABL representan uno de los me-
canismos mas frecuentes de reactivacion de la actividad
kinasa. Se ha postulado que las TK pueden modificar la
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union del farmaco mencionado por alteraciones en los
sitios criticos de contacto entre el Imatinib y la proteina o
inducir un cambio conformacional en el cual el Imatinib
es inestable en su unién. Hasta ahora se han reportado
y caracterizado un nimero considerable de mutaciones
con diferente capacidad y grado de induccién de resis-
tencia®4,

Un estudio de deteccion de mutaciones fue disefiado y
puesto en préctica por los departamentos de Clinica He-
matoldgica y Genética de nuestro Instituto. Se trata de un
estudio de corte transversal, multicéntrico, cuyo propdésito
es identificar las mutaciones del dominio kinasa del gen
ABL. Se investiga también la amplificacion del
reordenamiento gendémico BCR/ABL, en todos los casos,
en pacientes con LMC con falta o pérdida de la respues-
ta hematoldgica y/o citogenética durante el tratamiento
con Imatinib®s.

Material y métodos

Estudio multi-céntrico, abierto, no randomizado, de corte
transversal. Se incluyeron pacientes mayores de 18 afios, con
evidencia de resistencia hematoldgica a los 6 meses o cito-
genética a los 12 meses de iniciado el tratamiento con
Imatinib, como asi también aquellos que perdieron la respues-
ta (hematoldgica y/o citogenética) durante la fase cronica y
los que progresaron a fase acelerada o crisis blastica. Todos
los pacientes fueron evaluados para mutaciones de punto en
el dominio kinasa del Abl, para amplificaciéon del gen de fu-
sion BCR/ABL' y cuantificacion de transcriptos BCR/ABL. Se
tomaron muestras de sangre periférica (SP) con EDTA para
los estudios moleculares y con heparina para las evaluacio-
nes citogenéticas y los estudios de FISH. Los pacientes se
agruparon de acuerdo a los criterios de riesgo de Sokal en 3
categorias: Bajo riesgo: <0.8, riesgo intermedio: 0.8-1.2, alto
riesgo: >1.2.

Se tomaron como criterios de resistencia al Imatinib los
descriptos por Hochhaus?'®. Las aprobaciones para el estudio
fueron revisadas por el comité de ética de la Academia Na-
cional de Medicina de Buenos Aires. Todos los pacientes fir-
maron el consentimiento informado de acuerdo a regulacio-
nes internacionales.

Andlisis de FISH: Para evaluar reordenamiento BCR/ABL
(LSI ES BCR/ABL, Vysis, Downer Grove, L) 18,

RT-Q PCR: Estudio de cuantificacion de los transcriptos
BCR/ABL por reaccién en cadena de la polimerasa en tiem-
po real. Método Syber green por Light Cycler (Roche)?°.

Método de screening de mutaciones:  Conformation sen-
sitive gel electrophoresis (CSGE)*.

El analisis CSGE: Se realiza mediante la amplificacion
por PCR del dominio quinasa del ABL de los exones 4, 5, 6
y 7 usando primers que analizan todo el dominio quinasa. Con
los productos de PCR se efectla la corrida electroforética en
geles de poliacrilamida. Los patrones de sefiales que difie-
ren del normal se secuencian para determinacion de las mu-
taciones. Se usa el ABI 310 DNA xI genetic analyzer applied
(Biosystems).

Resultados

El estudio se inicia en octubre de 2005, continta abierto
y la presente evaluacion corresponde a marzo de 2007.

MEDICINA - Volumen 67 - N° (Supl. 1), 2007

Este andlisis interino, incluye noventa y seis muestras
de pacientes de diferentes centros de Argentina y Uru-
guay que fueron referidas para su andlisis. De ellas 79
fueron evaluables para estudio. Las caracteristicas de la
poblacién se expresan en la Tabla 1.

Se identificaron 26 pacientes (33%) con algin meca-
nismo de resistencia. Veinte pacientes (25%) presenta-
ron mutaciones de punto en el dominio BCR/ABL quinasa,
cinco (6.3%) mostraron duplicacion del cromosoma Phy
sélo un paciente (1.2%) mostré amplificacién en el gen
de fusion BCR/ABL, asociado a una mutacion. De las
mutaciones encontradas, doce se ubican en el p-loop:
G250E (n=2), Q252H (n=2), E255K (n=2), E255V(n=2),
L248V (n=1), Y253H (n=2) y T240A (n=1), siete en el
sitio de unién al Imatinib: T315I (n=1), F359C (n=1),
M351T (n=2), L298V (n=1), V289F (n=1) y una en A-loop:
A406S (n=1). La mediana de edad fue de 49 afios para
los no mutados (23-76) y 45 para los mutados (20-63)
p=0.099 (Tabla 2). El 25% (5/20) de las mutaciones se
detectaron en fase cronica, 60% (12/20) en fase acele-
raday 15% (3/20) en crisis blastica (p=0.007). La media-
na de aparicion de las mismas fue de 61 meses desde el
diagnostico de LMC (1.4-158) y 40 meses (1-66.5) des-
de el inicio de la terapia con Imatinib. (p=0.08 y p=0.224
respectivamente). El andlisis univariado demostré que la
fase avanzada de la enfermedad se asocié significati-
vamente con la presencia de mutaciones. El tratamiento
previo con interferdn, la duracién del tratamiento con
Imatinib y el tiempo de evolucion de la enfermedad des-
de el diagndstico no se asociaron con la aparicion de
mutaciones (Tabla 2).

Respecto al nivel de transcriptos BCR/ABL por PCR
cuantitativa, el 95% (19/20) de los pacientes con muta-

TABLA 1.— Caracteristicas de la poblacion

N (%)

Sexo

Femenino 32 (40)

Masculino 47 (60)
Sokal

Bajo 26 (33)

Intermedio 27 (34)

Alto 26 (33)
Fase de enfermedad

Cronica 42 (54)

Acelerada 26 (32)

Blastica 11 (14)
Tratamiento previo con Interferon

Si 46 (58)

No 33 (42)
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TABLA 2.— Analisis estadistico de las mutaciones

Caracteristicas Mutacion p
NO Sl
(N=59) (N=20)
Edad (afios) 49 (23-76) 45 (20-63) 0.099
Tiempo desde diagnéstico (meses) 34.5 (4-181) 61 (1.4-158) 0.080
Duracién de Imatinib (meses) 23 (3.5-68) 40 (1-66.5) 0.224
Fase
Fase Cronica 37 (62.7%) 5 (25%)
Fase Acelerada 14 (23.7%) 12 (60%) 0.007
Crisis Blastica 8 (13.6%) 3 (15%)
Tratamiento previo con IFN
NO 27 (46%) 6 (30%) 0.217
Sl 32 (54%) 14 (70%)

ciones, tenian respuestas moleculares con reduccion
menor a 3 log. (nula, minima y menor). De la poblacién
evaluable (79 pacientes) el 83% presentd respuestas
moleculares insuficientes. Estos resultados son coheren-
tes con las caracteristicas de la poblacion seleccionada,
si bien no fueron analizados estadisticamente. La mayo-
ria de los pacientes presenté score de Sokal de interme-
dio riesgo (Tabla 1).

Discusién

En este estudio hemos evaluado los mecanismos de re-
sistencia en un grupo de 96 pacientes con evidencia de
falta o pérdida de la respuesta hematoldgica y/o genética
al tratamiento con Imatinib (79 evaluables) y encontra-
mos 20 con mutaciones (25%) en el dominio kinasa,
identificadas en diferentes sitios, siendo las ubicadas en
p-loop las més frecuentes, en coincidencia con lo repor-
tado por otros autores?. La mutacion T315I en este ana-
lisis preliminar se encontr6 en 1 paciente. Existen traba-
jos!® 4 que han reportado esta mutacion en un mayor
porcentaje de casos.

Bradford et al.}* en 2003 demostraron que las muta-
ciones en el p-loop estaban asociadas con pobre pro-
ndstico. Las curvas de sobrevida realizadas en ese tra-
bajo indican diferencias significativas entre los casos con
mutaciones en el p-loop vs. aquellas ubicadas fuera del
p-loop. Nuestros 12 pacientes con mutaciones en p-loop
también mostraron una mala evolucién, pero debido al
pequefio tamafio de la muestra no se realiz6 la evalua-
cion de sobrevida.

La emergencia de mutaciones en los casos tratados
con Imatinib no mostré diferencias estadisticamente sig-
nificativas en relacion a tiempo desde el diagnostico y

tiempo de tratamiento con Imatinib, lo cual puede atri-
buirse al tamafio de la muestra, en este analisis prelimi-
nar. Jabbour et al.?® encontr6 una asociacion estadistica
entre la terapia previa con interferén y el desarrollo de
mutaciones. En nuestro trabajo este hallazgo no ha po-
dido ser confirmado.

La amplificacién gendémica fue observada en un caso
gue estaba en fase acelerada de la enfermedad. La iden-
tificacion de este mecanismo de resistencia sugiere que
aunque el Imatinib produce una disminucién en los nive-
les de sefializacion dependientes de BCR/ABL, la gran
cantidad de proteina oncogénica no podria ser eficien-
temente inhibida con las dosis convencionales de
Imatinib® 1-2°_ En la literatura este fenémeno fue reporta-
do en menor porcentaje que las mutaciones de punto del
dominio ABL kinasa. Hochhaus? report6 6% de casos
con amplificacion génica como mecanismo de resisten-
cia, mientras que Gambacorti-Passerini?’ reporta una fre-
cuencia de 18% en las leucemias Ph+ resistentes al
Imatinib. El tiempo de seguimiento de nuestros pacien-
tes no permite sacar conclusiones respecto al impacto
de las mutaciones en la sobrevida.

Se presenta el andlisis interino de un estudio Unico
en Latinoamérica.El numero de pacientes incluidos pro-
venientes de 54 centros de Argentina y Uruguay consti-
tuyen un interesante aporte para la evaluacion de los ca-
sos de resistencia al tratamiento de primera linea en LMC.
Las mutaciones dentro del dominio Abl kinasa represen-
tan el principal mecanismo hasta ahora identificado en
pacientes con LMC de falta o pérdida de respuestas al
Imatinib. Nuestros resultados sugieren que las mutacio-
nes deben ser identificadas, ya que permiten definir el
mecanismo de resistencia en un considerable nimero
de casos y contribuyen al adecuado replanteo de la es-
trategia terapéutica. La determinacion cuantitativa de los
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transcriptos (RT-QPCR) utilizada como monitoreo de la
evolucién clonal, resulta importante para la deteccién
precoz de clones resistentes. La continuidad del estudio
de mutaciones en LMC permitira confirmar datos esta-
disticos actuales.
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