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1. HEMATOPOYESIS 

La hematopoyesis es un proceso fisiológico constante y dinámico que da lugar a la 
formación y desarrollo del repertorio de células sanguíneas. En los organismos verte-
brados, la hematopoyesis se inicia durante el desarrollo embrionario y la localización 
de este proceso pasa por diferentes etapas para acabar asentándose, en la edad 
adulta, en la médula ósea (MO) de los huesos planos, como el esternón, la pelvis, las 
vértebras y las costillas. Cada día, el sistema hematopoyético de un adulto sano pro-
duce alrededor de un trillón de células nuevas de la sangre con diferentes funciones. 
A pesar de que aún hay muchos aspectos desconocidos sobre la hematopoyesis, 
existe un amplio consenso en que es un proceso jerarquizado que se inicia a partir de 
una pequeña población de células madre hematopoyéticas (en inglés, hematopoie-
tic stem cell, HSC).  Estas células tienen la capacidad de autorrenovarse indefinida-
mente, y es por ello que en inglés son conocidas como long-term repopulating HSC. 
Además, son capaces de diferenciarse para dar lugar a las células de los distintos 

linajes hematopoyéticos [1] (Figura 1). 

 

Figura 1. Jerarquía celular de la hematopoyesis humana. LT-HSC, long-term hematopoietic stem cell 
(célula madre hematopoyética a largo plazo); MPP, multipotent progenitor (progenitor multipotente); 
LMPP, lymphoid-primed MPP (MPP de pre-instrucción linfoide); ELP, early lymphoid progenitor (progenitor 
linfoide temprano); CLP, common lymphoid progenitor (progenitor común linfoide); CMP, common mye-
loid progenitor (progenitor común mieloide); MEP, megakaryocyte-erythrocyte progenitor (progenitor de 
megacariocitos y eritrocitos); GMP, granulocyte-macrophage progenitor (progenitor de granulocitos y ma-
crófagos); MDP, monocyte-dendritic cell progenitor (progenitor de monocitos y células dendríticas); CDP, 
common dendritic progenitor (progenitor común dendrítico). Adaptada de Rieger y Schroeder, 2012 [1].
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La mayoría de HSC se encuentran en un estado quiescente y cuando se activan, se 
inicia la diferenciación celular. Durante este proceso, la HSC pierde su capacidad de 
autorrenovación y da lugar a los progenitores multipotentes (en inglés, conocidos 
como short-term repopulating multipotent progenitor), que conservan todavía el po-
tencial para dar lugar a los diferentes linajes hematopoyéticos. Estas células serán 
entonces capaces de diferenciarse en progenitores comunes mieloides (en inglés, 
common myeloid progenitors, CMPs) y progenitores comunes linfoides (en inglés, 
common lymphoid progenitors, CLPs), y ello dependerá de la expresión de factores 
de transcripción específicos de cada linaje. De los CMPs derivan las células del linaje 
mieloide: monocitos, granulocitos, eritrocitos y megacariocitos. De los CLPs derivan 
las células del linaje linfoide: linfocitos T, linfocitos B y células Natural Killer (NK). No 
obstante, la diferenciación hematopoyética es mucho más compleja y las mismas 
células de un linaje pueden originarse a través de diferentes progenitores y vías de 
diferenciación (Figura 1) [1]. La transición/diferenciación de una HSC hacia uno u otro 
linaje depende tanto de factores intrínsecos (factores de transcripción, reguladores 
epigenéticos, reguladores del ciclo celular y proteínas reguladoras de la división ce-
lular) como extrínsecos (derivados del micro-ambiente). 

Posibles defectos en este complejo proceso de regulación y diferenciación, como 
por ejemplo la adquisición de mutaciones o cambios en las vías de señalización, 
pueden provocar la transformación de HSCs normales en células malignas, dando 
lugar a neoplasias hematológicas [2]. 

De todas las alteraciones producidas en el proceso de la mielopoyesis (mecanismo 
de generación y desarrollo de las células del linaje mieloide) se derivan las neo-
plasias mieloides. Por el contrario, si las alteraciones se dan en el proceso de la 
linfopoyesis (proceso de formación de las células del linaje linfoide), se derivan las 
neoplasias linfoides. 

La introducción de esta tesis se focalizará en las neoplasias mieloides y, más concre-
tamente, en la leucemia mieloide crónica (LMC), motivo de estudio de la presente 
Tesis Doctoral. 
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2. NEOPLASIAS MIELOIDES

Las neoplasias mieloides son un grupo heterogéneo de hemopatías que se caracteri-
zan por una expansión anormal de células del linaje mieloide, alteraciones en la dife-
renciación celular o una mezcla de ambas. Su origen tiene lugar como consecuencia 
de un proceso complejo que incluye diversas etapas; la acumulación de lesiones 
genéticas y epigenéticas en las HSCs y los progenitores mieloides, lo cual lleva a la 
alteración de procesos clave como una autorrenovación defectuosa, el bloqueo de 
la diferenciación o una proliferación excesiva [3]. 

Las neoplasias mieloides se clasifican según los criterios de la Clasificación de Tu-
mores Hematológicos y Tejidos Linfoides de la Organización Mundial de la Salud 
(OMS), publicada por primera vez en 2001 (OMS 2001) y actualizada posteriormente 
en 2008 (OMS 2008) y en 2017 (OMS 2017) [3–6]. Esta clasificación de las neoplasias 
hematológicas se basa en las características morfológicas, citoquímicas e inmunofe-
notípicas de cada enfermedad en la MO y la sangre periférica (SP), e incorpora cada 
vez más características genéticas específicas. 

De acuerdo con la clasificación de la OMS 2017, utilizada en esta tesis, las neoplasias 
mieloides se dividen en 6 categorías principales, todas ellas descritas en la Tabla 1. 
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3. LEUCEMIA MIELOIDE CRÓNICA

3.1. Aspectos generales
La LMC es una neoplasia hematológica clonal que se incluye, desde la clasificación 
de la OMS de 2008, dentro del grupo de las neoplasias mieloproliferativas (NMP).
A nivel clínico, se caracteriza por una expansión descontrolada de células de linaje 
mieloide en la MO, en la SP y en otros órganos como el bazo. 

El origen molecular de la LMC tiene lugar en una translocación recíproca entre los 
brazos largos de los cromosomas 9 y 22, denominada t(9;22)(q34.1;q11.2), que da 
lugar a la formación del cromosoma Filadelfia (Ph) (Figura 2). Esta translocación
tiene como resultado la fusión de 2 genes: el gen BCR (Breakpoint Cluster Region), 
situado en el cromosoma 22 (región q11.2), y el gen ABL1 (Abelson), en el cromoso-
ma 9 (región q34.1). Esta fusión da lugar a la formación del oncogén BCR-ABL1 [8]. 
El producto de este oncogén es la proteína tirosina quinasa BCR-ABL1, que está
constitutivamente activa. 

Figura 2. Esquema de la formación del cromosoma Filadelfia (Ph).

Cromosoma 9 
normal

Translocación
t(9;22)

Cromosoma
Filadelfia

9q34.1 (ABL)

9q34.1 (ABL)
22q11.2 (BCR)

22q11.2 (BCR)

Cromosoma 22 
normal
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La tirosina quinasa BCR-ABL1 puede tener diferentes transcritos, que dan lugar a 
diferentes proteínas de fusión, dependiendo del punto de ruptura de los genes BCR 
y ABL1 en el momento de la translocación. El punto de ruptura en el gen ABL1 es 
constante y se da entre los exones 1b y 2. En cambio, el punto de ruptura en el gen 
BCR varía: en la mayoría de los pacientes con LMC (98%), se sitúa en la región mayor 
(Major-breakpoint cluster), una región de ~3 kb entre los exones 13 y 14. Si el pun-
to de ruptura se da en el exón 13, el transcrito resultante será el e13a2 (e13 por el 
gen BCR y a2 en referencia al gen ABL1). En cambio, si el punto de ruptura es en el 
exón 14, el transcrito resultante será el e14a2. Ambos transcritos se traducen en una 
proteína de 210 kDa (p210BCR-ABL1). No obstante, el punto de ruptura en BCR también 
puede darse en la región menor (minor-breakpoint cluster), situada en el intrón 1, 
dando lugar al transcrito e1a2 que codifica para la proteína p190BCR-ABL1. Por último, 
si el punto de ruptura en BCR se da en el exón 19 (región llamada μ-bcr), aparece el 
transcrito e19a2, que da lugar a la proteína p230BCR-ABL1 (Figura 3). La proteína p210 
es la más frecuente en los pacientes con LMC, aunque también existe una baja pro-
porción de pacientes con LMC (2%) que presentan la proteína p190 (suelen cursar 
con monocitosis) o p230 (en la que predomina la neutrofilia). 

Figura 3. Esquema de los puntos de ruptura más frecuentes del reordenamiento BCR-ABL1. El gen 
ABL1 contiene 2 exones 5’ “alternativos” (llamados 1b y 1a), seguido de 10 exones “comunes” llamados 
a2-a11 (recuadros verdes oscuros). El gen BCR contiene un total de 23 exones, aunque en esta imagen 
únicamente se muestran los exones e1, e12-e16 y el e23. En el caso de la LMC, la ruptura en BCR nor-
malmente se da entre los exones e13 (b2) y e14 (b3), o entre los exones e14 (b4) y e15 (b4). Pero en una 
minoría de pacientes, la ruptura de BCR se puede dar entre el exón 1 y exón 2 o entre el exón 19 y exón 
20. m-bcr; minor-breakpoint cluster; M-bcr, Major-breakpoint cluster. Adaptada de Mughal et al, 2016 [9].
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Se ha sugerido que la formación del cromosoma Ph tiene lugar en la HSC. Tras la 
adquisición del cromosoma Ph por parte de una HSC, en la MO co-existen dos ti-
pos celulares: la HSC (no maligna) y la célula madre leucémica (en inglés, leukemic 
stem cell, LSC), que ha adquirido la translocación. Debido a la señal proveniente del 
oncogén BCR-ABL1 en las LSC, se produce una migración de células progenitoras 
leucémicas (en inglés, leukemic progenitors cells, LPC) de la MO hacia la SP, donde 
su supervivencia pasa a ser oncogén-dependiente. Esta supervivencia mediada por 
BCR-ABL1 pasa por la activación de vías de señalización como JAK/STAT, PI3K/AKT, 
PI3K/mTOR y RAS/MEK, entre otras [10]. Las LPCs expresan elevados niveles de 
transcritos BCR-ABL1 y de éstas derivan el resto de células malignas detectadas al 
diagnóstico de la LMC. 

La transformación leucémica resultante conduce a una notable expansión de los pro-
genitores eritroides, granulocíticos y megacariocíticos, con una disminución de la 
sensibilidad de éstos a la regulación del proceso de la hematopoyesis. 

3.2. Contexto histórico de la LMC
A principios del siglo XIX, la LMC fue reconocida como entidad clínica caracterizada 
por esplenomegalia (aumento del tamaño del bazo) y leucocitosis. Casi 100 años 
después, en 1960, los investigadores Nowell PC y Hungerford DA, describieron una 
anomalía en el grupo de cromosomas G (cromosomas 21, 22, Y) de las células de 
pacientes con LMC; esta anomalía fue llamada cromosoma Ph, ya que el descubri-
miento tuvo lugar en el estado de Filadelfia, Estados Unidos [11]. Posteriormente, 
en 1973, Janet Rowley demostró mediante el método de citogenética por tinción 
de bandas G, que este cromosoma Ph era resultado de una translocación recíproca 
entre los cromosomas 9 y 22 [12]. No obstante, no fue hasta 1980 que se identificó 
la oncoproteína resultante de esta translocación; la tirosina quinasa BCR-ABL1, res-
ponsable de la hemopatía [13–16]. Como consecuencia, esta oncoproteína fue re-
conocida como diana terapéutica y ello derivó en el desarrollo de los inhibidores de 
tirosina quinasa (ITQs), que cambiaron completamente el curso clínico y pronóstico 
de la LMC. Gracias a la introducción de los ITQs en la práctica clínica diaria, la LMC 
ha pasado de ser una hemopatía incurable (la supervivencia mediana era antigua-
mente de 5 a 7 años), a ser una hemopatía con una esperanza de vida similar a la de 
la población general, al menos en países occidentales [17]. En definitiva, la aparición 
de los ITQs ha mejorado sustancialmente el pronóstico de la LMC y ha aumentado 
significativamente su prevalencia (se espera que en el año 2050 la prevalencia sólo 
en Estados Unidos sea de 181.000 casos) [18]. 
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3.3. Epidemiología y etiología
La LMC es una enfermedad rara con una incidencia de uno-dos casos por cada 
100.000 habitantes/año. Afecta algo más a los varones y la media de edad al diag-
nóstico se sitúa alrededor de los 50-60 años, aunque puede darse a cualquier edad 
[19,20]. La incidencia anual aumenta con la edad, desde <0,1 casos por cada 100.000 
en niños hasta ≥2,5 casos por cada 100.000 en adultos. No se ha documentado nin-
guna variación significativa en la incidencia en cuanto a etnia o localización geográfi-
ca, aunque sí se ha observado una relación entre un diagnóstico a edades tempranas 
y un bajo nivel socioeconómico [6]. 

Los factores que predisponen al desarrollo de la LMC son desconocidos. Solo la 
exposición a elevada radiación ha sido relacionada con la aparición de esta neopla-
sia, sobre todo entre los supervivientes de bombas atómicas. Al contrario que otras 

NMPs, hay muy poca, o casi ninguna, predisposición hereditaria [6]. 

3.4. Características clínicas y diagnóstico 
Alrededor del 50% de los pacientes diagnosticados de LMC están asintomáticos en 
el momento de la presentación de la enfermedad y, en muchos de los casos, la LMC 
es detectada casualmente en analíticas de control o exámenes físicos realizados por 
otros motivos.

Normalmente, el primer hallazgo que sugiere la existencia de una LMC se observa 
en el hemograma, que pone de manifiesto una hiperleucocitosis con presencia de 
granulocitos inmaduros, mielocitos, metamielocitos, blastos en algunos casos, una 
eosinofilia y basofilia características y una no infrecuente trombocitosis. En el examen 
físico, un 40-50% de los pacientes presenta esplenomegalia. Ante la sospecha de la 
existencia de una LMC, el elemento clave para su diagnóstico es la detección del 
cromosoma Ph mediante técnicas de citogenética convencional, junto con la pre-
sencia del reordenamiento BCR-ABL1 en SP o MO, mediante técnicas de biología 
molecular o de hibridación in situ fluorescente. 

El aspirado de médula ósea es esencial tanto para realizar los estudios citogenéticos 
como para la evaluación morfológica necesaria para confirmar la fase de la enfer-
medad. En esta última, se suele ver una MO hipercelular con marcada proliferación 
granulocítica, los megacariocitos son más pequeños de lo normal y con un núcleo 
hipolobulado. La cifra de blastos y basófilos y la presencia o no de enfermedad extra-
medular permite determinar en qué fase se encuentra la enfermedad al diagnóstico: 
fase crónica (FC), fase acelerada (FA) o fase blástica (FB).
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Fase crónica

La LMC suele debutar en un 90%-95% de los casos en FC, fase en la que los sínto-
mas pueden ser fácilmente controlables con los ITQs. Los pacientes suelen presen-
tar anemia y esplenomegalia, así como astenia, sudoración nocturna, pérdida de 
peso y malestar generalizado. Otros síntomas menos frecuentes son las hemorragias 
por disfunción plaquetaria (hemorragias retinianas o úlceras a nivel gastrointestinal), 
trombosis (asociado a trombocitosis y/o leucocitosis), hepatomegalia (~10% de los 
casos) y priapismo. 

El diagnóstico de la LMC en FC se establece por el hallazgo de leucocitosis en SP 
(media: ~80 x 109/L), donde destaca sobretodo la proporción de neutrófilos y formas 
más inmaduras de la línea granulocítica. Es común también la presencia de basofilia y 
eosinofilia. El número de plaquetas puede ser normal o aumentado, incluso superior 
a ≥1000 x 109/L. En la FC, los blastos normalmente representan <2% del total de 
células de la SP y <5% de la MO. 

Fase acelerada y fase blástica 

Si los pacientes no son tratados o si el tratamiento no es suficientemente eficaz, la 
enfermedad puede progresar a una FB, siendo a veces precedida por una FA. Exis-
ten controversias en la definición de ambas fases por parte de las diferentes clasifi-
caciones, como la de la OMS o la de la European LeukemiaNet (ELN). En cuanto al 
número de blastos en la FA la OMS indica que debe ser entre un 10-19% mientras 
que la ELN sube el porcentaje a 15-29%. Y en relación a la FB, la OMS establece el 
diagnóstico a partir de un 20% de blastos mientras que la ELN lo establece a partir 

del 30% [21]. 

Es importante destacar que la FB de la LMC es una de las hemopatías más agresivas 
y de peor pronóstico conocidas, siendo la mediana de supervivencia inferior al año 
si no se realiza un trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) alogénico. Clí-
nicamente, se produce un rápido deterioro del estado general del paciente por una 
invasión de células blásticas en la SP, la MO y ocasionalmente otros órganos. 

Los blastos que aparecen en la FB suelen ser de origen mieloide (llamada FB mieloi-
de) y un 25% de los casos expresan un fenotipo linfoide, generalmente de estirpe B 
(llamada FB linfoide). Además, en el 50-80% de los casos se describen alteraciones 
citogenéticas adicionales (ACA) como por ejemplo la adquisición de un cromosoma 
Ph adicional, la trisomía 8, la trisomía 19 y/o el isocromosoma 17q, entre las más 
comunes. 
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3.5. Índices pronósticos al diagnóstico de la LMC
Para estimar la supervivencia de los pacientes con diagnóstico reciente de LMC se 
han utilizado clásicamente tres índices pronóstico, el Sokal, el EURO (Hasford) y el 
EUTOS (European Treatment and Outcome Study). Todos ellos se basan en factores 
clínicos y hematológicos [22–24]. 

El índice Sokal fue descrito en 1984 en pacientes en fase no blástica y tratados, en su 
gran mayoría, con busulfán. Posteriormente, se ha validado su influencia pronóstica 
en pacientes tratados con ITQs. Este índice ha sido el más utilizado durante años. 
El índice EURO (Hasford), fue descrito en pacientes tratados con interferón, pero 
posteriormente no ha sido validado en pacientes tratados con ITQs. Por otro lado, 
el índice EUTOS fue el primero en desarrollarse a partir de una cohorte de pacientes 
con LMC en FC y tratados con imatinib (primer ITQ disponible) y al ser diseñado 
tomando como objetivo la probabilidad de alcanzar una RCC a los 18 meses (a corto 
plazo), la edad del paciente no influye en su capacidad pronóstica.

 Actualmente, y gracias a la eficacia de los ITQs, la mayoría de pacientes mueren por 
causas diferentes a la LMC. Es por ello que se ha establecido un nuevo índice para 
predecir la probabilidad de morir por LMC: el EUTOS Long Term Survival (ELTS). 
Este índice, desarrollado con una serie de pacientes tratados con ITQs, usa los mis-
mos parámetros que el Sokal (hematológicos, presencia o no de esplenomegalia y 
edad del paciente), pero reajustando el peso que se otorga tanto a las plaquetas 
como a la edad, de manera que con el índice ELTS son menos los pacientes incluidos 
en los grupos de riesgo intermedio y alto, en comparación con el índice Sokal [25]. 

En la Tabla 2 se detalla cómo se realiza el cálculo de todos estos índices pronóstico 
y la definición y puntuación de cada grupo de riesgo. 

Hoy en día, los expertos recomiendan el uso del índice ELTS como predictor de su-
pervivencia ya que la gran mayoría de pacientes con LMC son tratados con ITQs y 
suelen morir por causas diferentes a la LMC [26]. 
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Tabla 2. Cálculo de los diferentes índices y definición de los grupos de riesgo.

índice cálculo
definición 

de los grupos de riesgo 

Sokal

Exp [0,0116 × (edad en años - 43,4) 
+ 0,0345 × (tamaño bazo en cm - 7,51) 
+ 0,1889 ([recuento de plaquetas ⁄ 700]2 - 0,563) 
+ 0,0887 × (recuento de blastos en SP - 2,10)]

Riesgo bajo: <0,8

Riesgo intermedio: 0,8-1,2

Riesgo alto: >1,2

EURO
(Hasford)

0,666 x (edad en años, solamente si >50)
+ 0,042 x (tamaño bazo en cm)
+ 1,0956 x (plaquetas si >1500)
+ 0,0584 x (recuento de blastos en SP)
+ 0,20399 x (porcentaje basófilos si >3%)
+ 0,0413 x (porcentaje eosinófilos)

Riesgo bajo: <780

Riesgo intermedio: 781-1480

Riesgo alto: >1480

EUTOS 4 x (tamaño del bazo en cm)
+ 7 x (porcentaje basófilos)

Riesgo bajo: <87

Riesgo alto: >87

ELTS

0,0025 x (edad en años/10)3
+ 0,0615 x (tamaño bazo en cm)  
+ 0,1052 x (recuento de blastos en SP)
+ 0,4104 x (recuento de plaquetas/1000)-0.5

Riesgo bajo: <1,5680

Riesgo intermedio: 1,5680-2,2185

Riesgo alto: >2,2185

Exp: exponencial 
SP: sangre periférica
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3.6. Enfoque clínico de la LMC

3.6.1. Tratamiento previo a la era de los inhibidores de la tirosina quinasa

A principios del siglo XX, el objetivo terapéutico de la LMC era controlar la sinto-
matología, en lugar de influir en la biología de la enfermedad. Tratamientos como 
la irradiación del bazo y, posteriormente, los agentes citotóxicos como el busulfán 
(alquilante) o la hidroxiurea (inhibidor de la reductasa ribonucleótida), mejoraban en 
cierto grado las cifras hemoperiféricas así como la sintomatología, pero en ningún 
caso retrasaban o evitaban la progresión de la enfermedad a fases más avanzadas 
(habitualmente a los 4-5 años desde el diagnóstico). Con busulfán se observó una 
mayor proporción de FB debido a que tenía capacidad mutagénica.

Más tarde, en 1970, dos estrategias terapéuticas totalmente diferentes como el in-
terferón-α (INF-α) y el TPH alogénico, demostraron no solo tener una influencia en la 
biología de la enfermedad (reducción del porcentaje de metafases Ph-positivas) sino 
también una mejora en la supervivencia de los pacientes [27]. 

El INF-α es capaz de inducir una remisión citogenética completa (es decir, 0% de 
cromosomas Ph en la MO) en un 10-15% de los pacientes. En comparación con el 
busulfán y la hidroxiurea, el INF-α aumentó la esperanza de vida de 12-18 meses a 
6-7 años. No obstante, su administración subcutánea y los efectos secundarios de 
este tratamiento disminuían la calidad de vida de los pacientes, limitando su uso a 
largo plazo. El mecanismo de acción del INF-α no es del todo conocido, pero se sabe 
que tiene un efecto inmunomodulador. Hoy en día este efecto está siendo evaluado 
en combinación con los ITQs con el objetivo de optimizar la respuesta a los mismos. 

El TPH alogénico ha sido hasta hace poco la única estrategia terapéutica curativa 
para la LMC. En los años 80 era el tratamiento de primera línea en pacientes con 
LMC en FC o FA candidatos y con donante disponible. Los pacientes en fases avan-
zadas recibían previamente quimioterapia intensiva con el objetivo de retornar a una 
FC antes de proceder con el TPH alogénico. No obstante, la gran eficacia de los ITQs 
en el tratamiento de la LMC ha hecho que hoy en día este procedimiento se reserve 
para aquellos pacientes que han fracasado a varios ITQs o que evolucionan a fases 
avanzadas.

3.6.2. Inhibidores de la tirosina quinasa para el tratamiento de la LMC

Existen distintos tipos de ITQs para el tratamiento de la LMC y la elección del me-
jor tratamiento en cada caso viene determinada por las características del paciente 
(edad y comorbilidades) y de los ITQs (eficacia, perfil de toxicidad temprana o tardía 
y coste económico).
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Actualmente, hay cuatro ITQs aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) 
y la European Medicines Agency para el tratamiento de la LMC en primera o más 
líneas: imatinib, dasatinib, nilotinib y bosutinib. 

Además, existen otros 2 ITQs, Ponatinib y Asciminib; ponatinib está aprobado para 
su uso en pacientes resistentes a ITQs de segunda generación (ITQ-2G) y cuando 
existe la mutación T315I. Asciminib está pendiente de aprobación en pacientes re-

sistentes a varios ITQs.

A continuación, se describen estos ITQs en mayor detalle: 

Imatinib

Imatinib (STI571, Gleevec/Glivec), desarrollado por la farmacéutica Novartis, fue el 
primer ITQ en recibir la aprobación de la FDA para el tratamiento de los pacientes 
con LMC en FC. Actúa  a través de la inhibición competitiva del sitio de unión a ATP 
(dominio quinasa) en la conformación inactiva de la proteína ABL1 (Figura 4), lo que 
resulta en la inhibición de la fosforilación de proteínas implicadas en vías de trans-
ducción de señal y finalmente, en la muerte celular.  

Figura 4. Molécula de imatinib (en rojo) unida a la proteína quinasa BCR-ABL1 (en verde). 

El primer ensayo clínico llevado a cabo con imatinib fue el International Randomized 
Study of Interferon and STI571 (IRIS), que comparó el efecto de imatinib frente a una 
combinación de INF-α y bajas dosis de citarabina. Este ensayo clínico supuso una 
gran revolución en la LMC, ya que imatinib demostró una tasa de supervivencia libre 
de evento (SLE) del 81% y una tasa de supervivencia libre de progresión (SLP) del 
92%, además de mayores tasas de respuesta citogenética y molecular. Con imatinib, 
las tasas de respuesta molecular mayor (RMM), definida como una reducción de los 
transcritos de BCR-ABL1 por debajo del 0,1%, son entre el 18-58% durante el primer 
año de tratamiento [28]. 
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La dosis estándar de imatinib es de 400 mg/día y hoy en día se prefiere un cambio 
de ITQ a administrar dosis más altas; en FC se podría plantear dar una dosis de 300 
mg/día en caso de intolerancia leve, siempre y cuando la respuesta sea óptima. 

No existen contraindicaciones para el tratamiento con imatinib, aunque aquellos pa-
cientes que presentan una fracción de eyección reducida y un filtrado glomerular 
bajo deben seguir un control más estricto para evitar un empeoramiento de la fun-
ción cardiaca y renal [28]. Las causas más frecuentes de intolerancia son debidas a 
problemas gastrointestinales, retención hídrica, dolores musculares, erupción cutá-
nea y fatiga [29]. Las tasas de suspensión de imatinib debido a una respuesta subóp-
tima o a posibles toxicidades en un período de 5 años varían entre un 37% y un 50%.

Imatinib es un fármaco metabolizado por el citocromo P450, principalmente por la 
isoenzima CYP3A4. Además puede inhibir de forma competitiva el metabolismo de 
fármacos que son sustratos de CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 y CYP3A4, y es sustra-
to del transportador hOCT1 (SLC22A1), de ABCB1 (glicoproteína P) y de ABCG2 
(BCRP2). Todo esto hace que sea susceptible de presentar interacciones farmacoló-
gicas cuando se administra concomitantemente con otros fármacos, especialmente 
cuando se administran potentes inhibidores o inductores enzimáticos, lo que puede 
comprometer la eficacia y seguridad del fármaco [30]. 

En 2018 apareció el genérico de imatinib, por lo que se ha convertido en el fármaco 
más coste-efectivo y accesible para tratar la LMC.

Dasatinib

La identificación de mutaciones en el dominio quinasa de BCR-ABL1 como causa 
más frecuente de resistencia a imatinib, promovió el desarrollo de ITQs más potentes 
con eficacia específica contra ciertas mutaciones. 

Uno de ellos es Dasatinib (BMS-354825, Sprycel), desarrollado por la farmacéutica 
Bristol-Myers Squibb, un ITQ-2G más potente que imatinib [31]. Actúa de manera 
dual inhibiendo tanto la familia de tirosina quinasas Scr como ABL1, por lo que in-
hibe otras vías de señalización que pueden ser críticas para la supervivencia de la 
célula. Además, es capaz de unirse tanto a la conformación inactiva como a la con-
formación activa del dominio quinasa de ABL1 [32]. Inicialmente fue usado en pa-
cientes resistentes a imatinib pero el ensayo clínico fase III DASISION demostró que 
dasatinib presentaba una mayor eficacia en primera línea que imatinib, siendo capaz 
de inducir respuestas más rápidas y profundas. En concreto, a los tres meses, el 84% 
de los pacientes tratados con dasatinib consiguió una reducción de los transcritos de 
BCR-ABL1 igual o inferior al 10%, comparado con el 64% de los pacientes tratados 
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con imatinib [33,34]. No obstante, las tasas de SLE y SLP fueron similares a imatinib, 
así como el porcentaje de pacientes que cambiaron de tratamiento a los 5 años [35].

La dosis aprobada para el tratamiento de pacientes con LMC en FC es de 100 mg/día 
y de 70 mg/12 horas para pacientes en fases avanzadas. Una dosis de 50 mg/día 
parece ser igualmente efectiva, reduciendo los posibles efectos secundarios [36].

Dasatinib presenta toxicidad pulmonar (derrame pleural e hipertensión pulmonar), 
por lo que está contraindicado en pacientes con antecedentes de problemas respi-
ratorios graves [34]. 

En cuanto a su farmacocinética, la vía de metabolización de dasatinib es hepática, es-
pecialmente a través de la isoenzima CYP3A4 y es sustrato del transportador ABCB1 
y ABCG2. Tiene actividad inhibidora sobre las isoenzimas CYP2C8 y CYP3A4 [37]. 

Nilotinib

Otro ITQ-2G es Nilotinib (MN107, Tasigna), desarrollado también por Novartis. Nilo-
tinib es un análogo estructural de imatinib de mayor potencia que, como dasatinib, 
fue usado inicialmente en pacientes resistentes a imatinib. Posteriormente, su gran 
eficacia en primera línea fue demostrada en el ensayo clínico ENESTnd, en el que 
se obtuvieron mayores tasas de respuesta citogenética y molecular que con imatinib 
[38]. Además, nilotinib demostró ser superior a imatinib en todas las categorías de 
riesgo del índice Sokal, reduciendo en mayor grado las tasas de transformación a FA 
o FB de los pacientes con riesgo intermedio o alto. No obstante, las tasas de SLE y 
SLP entre nilotinib e imatinib fueron similares [39]. No se disponen de datos de efi-
cacia en pacientes con LMC en FB, por lo que es el único ITQ que no está indicado 
en esta fase de la enfermedad. 

La dosis aprobada para el tratamiento con nilotinib en primera línea es de 300 mg/12 
horas, y de 400 mg/12 horas como tratamiento de segunda línea. 

Con nilotinib existe un mayor riesgo de eventos cardiovasculares comparado con 
imatinib (10-15% vs 2,5%, respectivamente) [40]. Por ello, nilotinib está contraindica-
do en pacientes con eventos vasculares previos y no se recomienda en pacientes con 
factores de riesgo cardiovascular. 

Nilotinib es sustrato de la isoenzima CYP3A4 y de la proteína transportadora gli-
coproteína-P. Además, puede inhibir las isoenzimas CYP3A4, CYP2D6, CYP2C9, 
CYP2C8, CYP1A2 y UGT1A1 así como el transportador ABCB1. Como consecuencia, 
nilotinib puede aumentar la concentración plasmática de los fármacos que sean me-
tabolizados por estas isoenzimas y transportados por la glicoproteína-P. Mediante 
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estudios in vitro se ha comprobado que nilotinib puede también inducir la isoenzima 
CYP2B6 [41]. 

Bosutinib

Un tercer ITQ-2G, bosutinib (SKI-66, Bosulif), fue desarrollado por la farmacéutica 
Pfizer. Es un potente inhibidor dual de las tirosina quinasas Src y ABL1. Inicialmente 
fue aprobado para el tratamiento de pacientes con LMC que habían sido resistentes 
a imatinib, nilotinib y dasatinib. Posteriormente, los ensayos clínicos BELA [42] y 
BFORE [43], evaluaron la eficacia de este fármaco en primera línea, comparándolo 
con imatinib. Se observaron mayores tasas de respuesta citogenética y RMM a los 12 
meses con bosutinib (47% con bosutinib vs 20-59% con imatinib). Por este motivo, en 
diciembre de 2017 recibió la aprobación como tratamiento de primera línea para la 
LMC en FC. Además, gracias a los estudios 200 y BYOND recibió la aprobación para 
sucesivas líneas de tratamiento [44,45]. La dosis aprobada en primera línea es de 400 
mg/día y en segunda línea de 500 mg/día.

Aunque no han sido identificadas contraindicaciones relevantes, bosutinib tampoco 
está exento de toxicidades, siendo la diarrea y el incremento de alanina aminotrans-
ferasa y aspartato aminotransferasa las de mayor importancia.

Bosutinib es metabolizado principalmente por la isoenzima CYP3A4. Estudios in vitro 
sugieren que bosutinib no ejerce un efecto inductor o inhibidor sobre las principales 
isoenzimas del citocromo p450 y parece no depender de los transportadores ABCB1 
y ABCG2 [46]. 

Ponatinib

Ponatinib (AP24534, Iclusig), desarrollado por la farmacéutica Takeda/Incyte, es un 
ITQ de tercera generación. Es el primer ITQ que presenta actividad contra células 
de la LMC que presentan la mutación T315I en el gen ABL1 (BCR-ABL1T315I). Es 500 
veces más potente que imatinib inhibiendo BCR-ABL1. La aprobación para el uso 
de ponatinib a dosis de 45 mg/día en la LMC fue obtenida gracias al ensayo clínico 
fase II PACE [47]. Tiene indicación para el tratamiento de pacientes portadores de 
la mutación T315I del gen ABL1 y también para pacientes resistentes a dos o más 
líneas de tratamiento con ITQs. 
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A pesar de los buenos resultados en pacientes resistentes a otros ITQs, existe un 
importante aumento del riesgo de eventos cardiovasculares en pacientes tra-
tados con ponatinib (30% de los pacientes). Es por este motivo que de momen-
to ponatinib no ha conseguido la autorización como ITQ de primera línea. Las 
nuevas guías de la ELN para el tratamiento de la LMC recomiendan usar do-
sis de 30 mg/día o 15 mg/día en aquellos pacientes con un riesgo cardiovascu-
lar más elevado. La dosis de 45 mg/día se recomienda sólo en los pacientes con 
la mutación T315I de ABL1 o en pacientes que han progresado a FA o FB [26].  
Ponatinib se metaboliza a través de la enzima CYP3A4 e, igual que bosutinib, no 
depende (o lo hace mínimamente), de los transportadores ABCB1 y ABCG2 [48]. 

Asciminib

Asciminib (ABL001) es un nuevo ITQ en estudio, desarrollado por Novartis, para el 
tratamiento de pacientes adultos con LMC en FC, FA o FB.  Su mecanismo de acción 
difiere del resto de ITQs, ya que este inhibidor funciona sobre el bolsillo alostérico 
de la proteína BCR-ABL1, por unión al grupo miristoilo (Figura 5), modificando su 
activación de forma indirecta. Es un fármaco especialmente interesante porque, de 
todos, es el más específico contra el BCR-ABL1, tanto la forma nativa (wild-type) 
como la mutada (incluyendo la mutación T315I). Además, tiene un perfil de toxicidad 
muy favorable con apenas efectos secundarios a nivel cardiovascular. Tras los buenos 
resultados obtenidos en un estudio fase I [49], se inició un  programa de acceso por 
uso compasivo de Novartis [50]. Recientemente han sido presentados los resultados 
preliminares del ensayo clínico ASCEMBL, que compara asciminib frente a bosutinib 
en pacientes resistentes o intolerantes a dos o más ITQs, en el que se ha observado 
mayor eficacia y tolerancia de asciminib comparado con imatinib [51]. Las toxicida-
des más frecuentemente observadas en los ensayos clínicos son la elevación de la 
lipasa y las citopenias. Debido a su mecanismo de acción, es un fármaco interesante 
para su uso en combinación con otros ITQs [49,52].

Asciminib también se metaboliza en el hígado, principalmente por la acción de las 
isoenzimas CYP3A4 y CYP3A5, y en menor grado por la isoenzima CYP4F12. Ejerce 
un efecto inhibidor sobre los transportadores ABCB1 y ABCG2, y mínimamente so-
bre SLC22A1 [53]. 
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Figura 5. Representación gráfica del lugar de unión de los ITQ convencionales (por ejemplo nilotinib)  
y del lugar de unión de ABL001 en la proteína BCR-ABL1.

3.7. Respuesta a los inhibidores de tirosina quinasa

3.7.1. Definición de la respuesta y técnicas indicadas para 
su determinación  

El primer objetivo del tratamiento de la LMC con los ITQs es la normalización de las 
cifras hemoperiféricas, lo que es conocido como respuesta hematológica completa 
(RHC). El segundo objetivo es conseguir que el número de células con el cromosoma 
Ph disminuya hasta negativizarse, conocido como respuesta citogenética completa 
(RCC). El último objetivo, pero no menos importante, es la respuesta molecular 
(RM).

A continuación se detallan los valores clínicos y moleculares que definen cada una 
de las diferentes respuestas al tratamiento con los ITQs, así como las técnicas de 
laboratorio usadas en cada uno de los casos: 

Respuesta hematológica

Esta respuesta se establece a partir de la hematimetría y la fórmula leucocitaria por 
microscopía (cuantificación y evaluación de los distintos tipos celulares). La definición 
estricta de RHC se corresponde con los siguientes valores:

· Leucocitos <10 x109/L
· Basófilos <5%
· Plaquetas <450 x109/L
· Ausencia de granulocitos inmaduros
· Esplenomegalia no palpable
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Es necesario hacer un hemograma cada dos semanas desde el diagnóstico de la 
LMC hasta la obtención de la RHC.

Respuesta citogenética

Para su estudio se requiere una muestra de MO y se utilizan técnicas de citogenética 
convencional, que permiten estudiar los cromosomas. Estos se encuentran consti-
tuidos por un centrómero, que divide el cromosoma en un brazo corto (brazo p) y un 
brazo largo (brazo q). Además consta de unas estructuras llamadas telómeros, pre-
sentes en los extremos de cada uno de los brazos, formados por regiones de ADN 
no codificante, altamente repetitivas, cuya función principal es controlar la estabili-
dad estructural de los cromosomas en las células eucariotas, la división celular y el 
tiempo de vida de las estirpes celulares. El tamaño de los cromosomas va variando a 
lo largo del ciclo celular, pasando de estar muy poco compactados (interfase) a muy 
compactados (metafase). El mejor momento para estudiar los cromosomas es cuan-
do están en metafase, ya que su nivel de compactación hace que sus bordes estén 
perfectamente definidos, observándose claramente los brazos p y q. El estudio de la 
estructura externa de los cromosomas culmina con la obtención del cariotipo, que 
consiste en la ordenación de los cromosomas según su tamaño y patrón de bandas. 
Existen varias técnicas de bandeo de cromosomas, siendo la tinción de bandas G 
(Giemsa) la más usada en las neoplasias hematológicas. Esta técnica produce un pa-
trón de bandas claras (ricas en nucleótidos GC y con un gran contenido de genes) y 
bandas oscuras (ricas en nucleótidos AT y pobres en genes). En la Figura 6 se puede 
observar un ejemplo del cariotipo de una LMC al diagnóstico. 

Se recomienda analizar como mínimo 20 metafases y describir el cariotipo siguiendo 
la nomenclatura del sistema ISCN (International System for Human Cytogenetic No-
menclature) [54]. En función del número de metafases positivas para el cromosoma 
Ph, existen diferentes niveles de respuesta citogenética:	

· Respuesta citogenética menor: 36-95% de metafases con el cromosoma Ph.
· Respuesta citogenética parcial: 1-35% de metafase con el cromosoma Ph.
· Respuesta citogenética completa: 0% de metafases con el cromosoma Ph.
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Figura 6. Ejemplo de un cariotipo característico de LMC. Las flechas rojas señalan los puntos donde se 
ha producido la translocación de un fragmento del brazo q del cromosoma 9 hacia el brazo q del cro-
mosoma 22 y viceversa. Se denomina cromosoma Ph al cromosoma 22 implicado en dicha translocación 
(círculo azul). 

Respuesta molecular 

La RM es un parámetro crucial en el tratamiento de la LMC ya que, hoy en día, una 
vez conseguida la RCC, guiará en la toma de decisiones terapéuticas. Esta respuesta 
se estudia a partir de los tres meses de tratamiento y durante toda la evolución de 
la enfermedad.

Para la determinación de la RM se utiliza la técnica de la reacción en cadena de 
la polimerasa en tiempo real (real-time quantitative polymerase chain reaction, 
qPCR). Esta técnica permite amplificar y simultáneamente cuantificar el producto 
de la amplificación del ADN complementario (ADNc), obteniéndose unas curvas de 
fluorescencia. Dicho ADNc se obtiene por retrotranscripción del ARN. El número de 
ciclos de PCR que se requiere para que la señal de fluorescencia supere el umbral 
de detección es conocido como valor Cp o Ct (del inglés, cycle threshold). Este valor 
de Ct es inversamente proporcional a la cantidad de copias del ADNc diana (target) 
que contenga la muestra de partida. Para una correcta cuantificación del número de 
copias, es necesario una curva de estándares o recta patrón con diferentes puntos 
de concentración conocidos.

Para llevar a cabo la qPCR en tiempo real se emplea un molde de ADNc (muestra 
que contiene la región de interés que queremos estudiar), unos cebadores (primers) 
específicos para la secuencia diana, desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs), un tampón 
de reacción adecuado y una ADN polimerasa termoestable que será la encargada 
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de sintetizar las copias de la secuencia target a partir de todos los reactivos des-
critos. Para el estudio de pacientes con LMC se utilizan primers específicos para la 
secuencia del gen de fusión BCR-ABL1 y también primers específicos para un gen 
de referencia (como por ejemplo el gen ABL1 o el gen GUSB). De este proceso se 
obtendrán el número de copias de la secuencia target y de la secuencia de referen-
cia, mediante la conversión de los valores de Ct en número de copias, utilizando la 
recta patrón.

Para establecer el cociente (ratio) de BCR-ABL1 frente al gen de referencia 
(ABL1 o GUSB), se utiliza la siguiente fórmula:

(nº de copias de BCR-ABL1 / nº de copia del gen de referencia) x 100

No obstante, hay que tener en cuenta que cuando una misma muestra es analizada 
por distintos laboratorios, el resultado de esta ratio puede variar entre ellos de forma 
significativa. Esto es debido al empleo en cada laboratorio de métodos diferentes en 
los distintos pasos experimentales (extracción del ARN, síntesis del ADNc, amplifica-
ción, gen control, etc.). Para evitar esta disparidad en los resultados es necesario que 
cada laboratorio realice la técnica según los estándares internacionales y disponga 
de un factor de conversión, o bien realice la qPCR mediante un método comercial 
que lo incorpore. Cuando aplicamos el factor de conversión estamos normalizando 
los resultados de la qPCR y estos serán comparables entre distintos laboratorios y 
estarán, por tanto, expresados de acuerdo con la normativa de la escala internacio-
nal (en inglés, international scale, IS) [55,56]. De este modo, la ratio de BCR-ABL1 en 
IS se obtendrá añadiendo a la fórmula anterior el producto del factor de conversión. 
Así, se considera que el 100% sería el valor teórico al diagnóstico y el 1%, 0,1%, 
0,01%, 0,0032% y 0,001% corresponden a una reducción de 2, 3, 4, 4.5 y 5 logarit-
mos respectivamente. 

Debido a su alta sensibilidad, la qPCR se usa para la detección y monitorización 
de células malignas tanto de la LMC como de otras neoplasias hematológicas. No 
obstante, la sensibilidad de esta técnica, aún siendo muy alta, no permite detectar 
reducciones más allá de 5 o 5,5 logaritmos (siendo esto unos niveles muy bajos de 
enfermedad residual) y como resultado se obtiene lo que es conocido como respues-
ta molecular indetectable. En estos casos donde la respuesta no se puede detectar, 
las nuevas guías de la ELN 2020 recomiendan evitar el uso del término “respuesta 
molecular completa” y sustituirlo por el de “leucemia molecularmente indetecta-
ble”, siempre indicando el número de copias del gen endógeno para conocer la 
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profundidad de estudio de la muestra [26]. Esto no necesariamente es indicativo de 
la completa ausencia de la leucemia, simplemente quiere decir que los niveles de 
enfermedad residual están por debajo de los límites de detección de la técnica. 

En la Tabla 3 se muestran los diferentes tipos de RM y los requisitos para estable-
cerla, teniendo en cuenta no solo los niveles de transcritos BCR-ABL1 sino también 
el mínimo número de copias del gen endógeno que se debe conseguir. Se utiliza el 
término de respuesta molecular profunda (RMP) para designar una respuesta mole-

cular grado 4 (RM4) o superior. 

Tabla 3. Número de copias del gen de referencia (gen control) y niveles del transcrito BCR-
ABL1 para definir los diferentes niveles de respuesta molecular. Imagen adaptada de Ho-
chhaus A et al., Leukemia, 2020 [26].

 

3.7.2. Monitorización de la respuesta y recomendaciones 
de los expertos

La respuesta al tratamiento con ITQs es monitorizada desde el inicio mediante pa-
rámetros morfológicos, citogenéticos y moleculares. 

Para establecer la respuesta hematológica, se debe realizar un hemograma cada dos 
semanas desde el diagnóstico hasta la obtención de una RHC. Posteriormente, es 
recomendable seguir realizando esta prueba cada tres meses para asegurarse que 
las cifras se mantienen dentro de los límites de normalidad establecidos. El cariotipo 
se realiza al diagnóstico y hasta que se obtiene una RCC, después se debe repetir en 

RMM (o RM3) RM4 RM4.5 RM5

Mínimo de copias 
del gen de referencia

10.000 ABL1
24.000 GUSB

10.000 ABL1
24.000 GUSB

32.000 ABL1
77.000 GUSB

100.000 ABL1
240.000 GUSB

Nivel de transcritos 
de BCR-ABL1(IS) ≤ 0,1% ≤ 0,01% ≤ 0,0032% ≤ 0,001%

RMM o RM3: respuesta molecular mayor o grado 3
RM4: respuesta molecular grado 4
RM4.5: respuesta molecular grado 4.5
RM5: respuesta molecular grado 5
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el caso de que exista sospecha de progresión de la enfermedad, con el objetivo de 
analizar la posible aparición de ACAs. Finalmente, una vez obtenida la RCC, la RM 
es la que guiará las decisiones terapéuticas durante el transcurso de la enfermedad. 

Para el correcto enfoque clínico de los pacientes, es importante tener en cuenta 
el tiempo que se tarda en conseguir unos hitos determinados. Estas metas vienen 
dictadas por recomendaciones de expertos, como por ejemplo las recomendaciones 
de la ELN, las recomendaciones de la OMS o también las recomendaciones de la 
National Comprehensive Cancer Network, esta última de mayor aceptación en Esta-
dos Unidos. 

La presente Tesis Doctoral, se basa en las recomendaciones de la ELN de 2013 
para establecer la RM de cada paciente al ITQ. La consecución o no de los hitos 
definidos en estas guías determinará si el paciente debe continuar con el tratamien-
to (respuesta óptima), si se debe hacer un seguimiento más estrecho (criterios de 
alarma), o si debe cambiar de ITQ por fracaso/resistencia (Tabla 4). Estas mismas 
recomendaciones son también válidas para el tratamiento en segunda línea con ni-
lotinib y dasatinib cuando el cambio de ITQ se realiza por intolerancia. El hecho de 

conseguir una RMM asegura una supervivencia de alrededor del 100% [57].

Tabla 4. Definición de la respuesta a cualquier ITQ en primera línea, o segunda línea en caso 
de intolerancia, según las recomendaciones de la ELN del 2013. Aplica a todos los pacientes 
(FC, FA, FB). Adaptada de Baccarani M et al., Blood, 2013 [57].

Tiempo Respuesta óptima Alarma Fracaso

Inicio
(diagnóstico) NA Índice de riesgo alto

ACA/Ph+ de alto riesgo NA

3 meses BCR-ABL(IS) ≤ 10% y/o 
Ph+ ≤ 35%

BCR-ABL(IS) > 10% 
y/o Ph+ 36-95%

No RHC
y/o Ph+ > 95%

6 meses BCR-ABL(IS) < 1%
y/o Ph+ 0%

BCR-ABL(IS) 1-10%
y/o Ph+ 1-35%

BCR-ABL(IS) > 10%
y/o Ph+ > 35%

12 meses BCR-ABL(IS) ≤ 0,1% BCR-ABL(IS) 0,1-1% BCR-ABL(IS) > 1%
y/o Ph+ > 0%

Después, 
en cualquier 

momento
BCR-ABL(IS) ≤ 0,1% ACA/Ph+ (-7 o 7q-)

Pérdida RHC y/o RCC
Pérdida RMM

Mutaciones, ACA/Ph+

NA: no aplica; ACA/Ph+: anomalías cromosómicas adicionales de alto riesgo en células Ph+ 
(esto incluye: +8, +Ph, i(17q), +19, -7/7-, 11q23, 3q26.2);  RHC: respuesta hematológica completa
RCC: respuesta citogenética completa; RMM: BCR-ABL(IS) ≤ 0,1% 
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En marzo de 2020 se publicaron las nuevas recomendaciones de la ELN. La princi-
pal diferencia respecto a las del 2013 es que los hitos de respuesta se basan única-
mente en la RM y que se incluye como fracaso de tratamiento el hecho de presentar 
una ratio BCR-ABL1 >10% a los tres meses, lo que se debe confirmar en un periodo 
de uno a tres meses [26]. 

3.8. Fracaso de tratamiento a los inhibidores de tirosina quinasa
A pesar del éxito del tratamiento de la LMC con los ITQs, existe un porcentaje eleva-
do de pacientes que presenta fracaso al tratamiento. Con imatinib en primera línea 
esto ocurre en alrededor del 30% de los pacientes y se suele dar antes de los 5 años 
de tratamiento [58]. En pacientes tratados con ITQ-2G en primera línea, este porcen-
taje es de alrededor del 10-15% [34,40].

Este fracaso puede ser debido a intolerancia/toxicidad al ITQ o resistencia al mismo. 
De esta manera, será necesario el cambio de ITQ a una segunda o incluso más líneas 
de tratamiento. No obstante, hay que tener en cuenta que en algunos pacientes, el 
fracaso al ITQ puede ser debido a una mala adherencia al tratamiento, por lo que 
siempre es importante indagar sobre el cumplimiento del tratamiento [59]. 

En los siguientes apartados, se describen los mecanismos más relevantes que pue-
den dar lugar a la aparición de resistencia o intolerancia a los ITQs. 

3.8.1. Mecanismos de resistencia a los inhibidores de tirosina quinasa

En la práctica clínica, la resistencia a los ITQs se ha agrupado en dos categorías: re-
sistencia primaria y resistencia adquirida. La resistencia primaria se define como la 
ausencia de respuesta al tratamiento (fracaso en la obtención de RHC, RCC y RMM), 
mientras que la resistencia adquirida hace referencia a la pérdida de la respuesta 
previamente obtenida y a una posible progresión de la enfermedad. La resistencia 
adquirida aparece durante el tratamiento, lo que implica que las células han desa-
rrollado un mecanismo que les permite evadir la inhibición de la oncoproteína BCR-
ABL1 por parte del ITQ. Este tipo de resistencia es también conocida como resisten-
cia BCR-ABL1-dependiente, y uno de los mecanismos más frecuentes y estudiados 
son las mutaciones puntuales en el dominio quinasa de ABL1 o la sobreexpresión del 
BCR-ABL1. Por otro lado, la resistencia primaria se suele relacionar con mecanismos 
de resistencia BCR-ABL1-independientes. No obstante, en los pacientes con LMC, 
el desarrollo de resistencias a los ITQs suele ser un fenómeno multifactorial y puede 
estar mediado por diferentes mecanismos, no exclusivos entre ellos. A continuación 
se listan y describen de manera abreviada los mecanismos mejor conocidos y de 
mayor relevancia en ambos tipos de resistencia:
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Mecanismos de resistencia BCR-ABL1-dependientes

A)	Mutaciones puntuales en el dominio quinasa de ABL1

La aparición de mutaciones en el dominio quinasa de ABL1 es la causa mejor conoci-
da de resistencia al tratamiento y suele darse en un tercio de los pacientes resistentes 
en FC y en dos tercios de los pacientes resistentes en FA o FB. Este tipo de mutacio-
nes tienen como resultado una disminución de la afinidad de unión de imatinib en el 
sitio ATP de la tirosina quinasa. Ejemplos de mutaciones que tienen lugar justo en el 
punto de unión entre el ITQ y la quinasa ABL1 son la mutación T315I y la F317L del 
gen ABL1. Otras mutaciones en el gen ABL1 que afectan a la conformación de la qui-
nasa son las mutaciones en el loop P (M244V, Y253F/H, E255K/V, etc), en la unidad 
catalítica (M351T o F359V/C/I) o las mutaciones en el dominio activador (loop A) 
como la H396R/P. La identificación de estas mutaciones es crítica para la selección 
correcta del ITQ; la mutación T315I es resistente a todos los ITQ excepto ponatinib, 
mientras que la mutación F317L es resistente a imatinib y dasatinib pero responde 
a nilotinib, y las mutaciones E255K/V y F359V/C/I son resistentes a imatinib y nilo-
tinib pero responden a dasatinib [52,60]. Estas mutaciones pueden ser detectadas 
mediante secuenciación Sanger, con un 20% de sensibilidad, o por Next Generation 
Sequencing (NGS), con alrededor del 2% de sensibilidad. 

B)	Sobreexpresión de BCR-ABL1

Se da por la amplificación del oncogén BCR-ABL1, por la duplicación del cromosoma 
Ph o bien por una regulación diferencial de la transcripción de BCR-ABL1. La relación 
entre este fenómeno y la resistencia al tratamiento no es tan clara como la observada 
con las mutaciones en el dominio quinasa de ABL1. La sobreexpresión del oncogén 
se suele dar sobre todo en pacientes que han progresado a FA o FB, a veces prece-
diendo a la adquisición de mutaciones [61].

Mecanismos BCR-ABL1-independientes

A)	Alteración en la farmacocinética y biodisponibilidad de los ITQs 

Varios estudios han demostrado que la expresión del transportador hOCT1 (human 
organic cation transporter 1, también conocido como solute carrier family 22 mem-
ber 1, SLC22A1) regula la entrada de los ITQs al interior de la célula, sobretodo de 
imatinib. Por lo tanto, cuando la expresión de dicho transportador se reduce, el ITQ 
entra en la célula en menor cantidad y la respuesta al tratamiento es inferior [62]. 
Algo similar ocurre con el gen que codifica para la glucoproteína-P-1 (en inglés, 
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conocida como multidrug resistance protein 1, MDR1, o también como ATP-binding 

cassette sub-family B member 1, ABCB1); esta proteína es una de las encargadas 
de efluir el fármaco de dentro de la célula al exterior y, cuando ésta se sobreexpresa, 
los niveles intracelulares de los inhibidores se reducen, haciendo que las células se 
vuelvan menos sensibles a los ITQs [63]. Es importante destacar también el papel 
de los citocromos CYP3A4 y CYP3A5, ya que representan el primer mecanismo de 
metabolización de todos los ITQs a través del hígado. Existen fármacos que pueden 
aumentar la actividad de CYP3A4 (como la dexametasona, la rifampicina, el feno-
barbital, entre otros) y si estos se usan de manera concomitante con el ITQ pueden 
provocar que los niveles plasmáticos del ITQ no sean los adecuados para que el 
tratamiento sea efectivo [64]. 

Muchas de las variabilidades interindividuales observadas en la respuesta a los ITQ 
son debidas a polimorfismos en los genes que codifican estas enzimas y proteínas 
relacionadas con el metabolismo y transporte de fármacos (ADME: absorción, 
distribución, metabolismo y eliminación), es decir, involucradas en la farmacocinética 
y farmacodinamia.

Un polimorfismo es una variación en la secuencia de un lugar determinado del ADN 
en los cromosomas (locus) entre los individuos de una población, donde la variante 
menos común está presente en al menos el 1% de la población analizada, adquirien-
do cierta frecuencia tras múltiples generaciones. Los polimorfismos más comunes 
son cambios de una única base. A éstos se les llama polimorfismos de un sólo nu-
cleótido o SNP (por sus siglas en inglés, single nucleotide polymorphism), como por 
ejemplo la sustitución de una A (adenina) por una C (citosina). Otros polimorfismos 
son repeticiones, en un número variable de veces, de una secuencia corta (variable 
number tandem repeat). En otras ocasiones, los polimorfismos se deben a delecio-
nes o inserciones de secuencias cortas de nucleótidos.  

Los SNPs pueden darse tanto en regiones codificantes del genoma como regiones 
no-codificantes así como regiones intergénicas, y pueden conllevar consecuencias 
funcionales. Los SNPs presentes en zonas codificantes pueden influir en la función 
de un gen cambiando el aminoácido para el que codifican (variante no-sinónima). 
Cuando los SNPs se dan en zonas no-codificantes, a pesar de que no existe un cam-
bio de aminoácido, la variante en sí puede provocar un cambio en la actividad de un 
promotor, en la unión de un microARN, en la estabilidad del ARN mensajero (ARNm), 
así como en la localización subcelular del ARNm, entre otros. 

Existen evidencias del papel que ejercen ciertos polimorfismos en genes ADME en 
la respuesta a los ITQs: en un metanálisis realizado por Cargnin y cols. [65], se ana-
lizaron todos los estudios de asociación entre polimorfismos en los genes SLC22A1 
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y CYP3A5 y la respuesta a imatinib. En este metanálisis se observó que los polimor-
fismos rs628031 y rs683369 del gen SLC22A1 se correlacionaban con la obtención 
de la RMM a imatinib. Además, un polimorfismo en el gen CYP3A5, el rs776746, se 
asoció con la probabilidad de obtención de RCC. En otro estudio llevado a cabo por 
Giannoudis y cols. [66], se observó que los pacientes portadores del polimorfismo 
rs35191146 en el gen SLC11A1 presentaban una mayor probabilidad de fracaso al 
tratamiento con imatinib. Hay también diversos estudios en los que se muestra una 
relación entre ciertos polimorfismos en el gen que codifica para el transportador 
ABCB1 y la respuesta a imatinib [67, y revisado en 68]. 

A pesar de que el estudio de la farmacogenética de los ITQs resulta prometedor 
para predecir la respuesta a estos fármacos, aún existen muchos resultados con-
tradictorios que limitan su uso como biomarcador en la práctica clínica. Además, la 
mayoría de estudios se centran en analizar un número limitado de variantes en genes 
que codifican para las enzimas y los transportadores más característicos, pero hay 
pocos estudios que hayan hecho un análisis de múltiples genes involucrados en el 

proceso ADME. 

B)	Alteraciones citogenéticas adicionales (ACA)

La aparición de ACAs en la población celular Ph+, también conocido como evolución 
clonal, suelen indicar una progresión a fases avanzadas de la enfermedad, y están 
presentes en el 80% de los pacientes en FB [69]. Las ACAs se asocian con una baja 
tasa de respuesta citogenética a imatinib, un aumento de la pérdida de respuesta 
hematológica [70],  así como la consiguiente reducción en la supervivencia global, 
sobre todo en aquellos pacientes que adquieren los reordenamientos i(17)(q10), -7/
del7q, y 3q26.2 [71]. Se cree que podrían reflejar la inestabilidad genética de los 

progenitores de la LMC con alta capacidad proliferativa. 

C)	Sobreexpresión en la vía de señalización de la familia de quinasas SRC

Las quinasas SRC forman una familia de 9 tirosinas quinasas intracelulares (SRC, FYN, 
YES, BLK, YRK, FGR, HCK, LCK y LYN) que tienen un papel clave en el crecimiento, 
diferenciación y supervivencia de las células. Múltiples dominios de la oncoproteína 
BCR-ABL1 interaccionan con HCK y LYN, dando lugar a su activación, que es total-
mente independiente de la función del dominio quinasa de ABL1. La sobreexpresión 
de la familia de quinasas SRC ha sido relacionada con la resistencia a imatinib [72]. 
Dasatinib y bosutinib son inhibidores duales tanto de ABL1 como de SRC, por lo que 

presentarían una ventaja frente a este mecanismo de resistencia [43,73]. 
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D)	Mutaciones somáticas en genes previamente relacionados con cáncer

Los avances en las tecnologías de secuenciación masiva, como la NGS, han dado 
lugar a múltiples estudios que evidencian el papel de las mutaciones somáticas en la 
progresión y resistencia al tratamiento en las neoplasias hematológicas. En la LMC, 
cada vez son más los estudios que demuestran el papel de mutaciones en ciertos 
genes como ASXL1, TET2, KMT2D en la resistencia al ITQ y la progresión a fases 
avanzadas de la LMC [74,75]. En un estudio publicado recientemente por Nteliopou-
los y cols. [76], se observó que determinadas mutaciones en genes que codifican 
para modificadores epigenéticos, como son ASXL1, DNMT3A o CREBBP, podrían 
tener una implicación directa con la respuesta a imatinib pero no con la respuesta a 
ITQs-2G. La detección de estas mutaciones al diagnóstico podría servir para predecir 
la resistencia al ITQ. No obstante, esta evidencia es preliminar y debe ser confirmada 
en futuros estudios. 

3.8.2. Toxicidad e intolerancia a los inhibidores de tirosina quinasa

Prácticamente todos los ITQs tienen un espectro similar de efectos adversos, pero 
existen ciertas diferencias entre ellos que vienen determinadas en gran parte por la 
capacidad que tiene cada uno de inhibir otras vías de señalización y otras quinasas 
que no son la propia diana de la LMC. Por lo general, el porcentaje de suspensión 
del ITQ de primera línea al año de tratamiento por toxicidad suele ser bajo, en torno 
al 5%, mientras que en segunda línea, es algo mayor y puede alcanzar el 20% a largo 
plazo. Los efectos adversos más comunes entre los ITQs en pacientes con LMC son 
las citopenias, las náuseas, la diarrea, la fatiga, la erupción cutánea y la hepatotoxi-
cidad; estos suelen ser fácilmente manejables con una reducción de la dosis o inte-
rrupción temporal del ITQ. No obstante, pueden persistir toxicidades de bajo grado 
(grado 1 o 2) a largo plazo, comprometiendo la calidad de vida de los pacientes. En 
presencia de toxicidades de grado 3 o 4 (graves), se cambia a un ITQ alternativo. En 
los últimos años, se han descrito efectos adversos relevantes en los ITQs de segunda 
y tercera generación, especialmente cardiovasculares con nilotinib y ponatinib, sien-
do muy importante su prevención en pacientes con factores de riesgo cardiovascular 
[77]. La Tabla 5 resume las intolerancias/toxicidades más frecuentes descritas con los 
ITQs. La cronicidad del tratamiento en los pacientes con LMC hace especialmente 
importante el manejo de los efectos adversos de los ITQs, que están directamente 
relacionados con la calidad de vida del paciente y la adherencia. Esto es crítico para 
asegurar el éxito del tratamiento. 
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3.9. Discontinuación del inhibidor de tirosina quinasa 
Gracias a la introducción de imatinib y, posteriormente, de los ITQs-2G, el pronóstico 
de la LMC ha mejorado sustancialmente. El mal pronóstico de antaño (a menos que 
se pudiese realizar un TPH alogénico con éxito), ha desaparecido y hoy en día es una 
neoplasia fácilmente controlable con el tratamiento y con una supervivencia mediana 
muy similar a la de la población general. Por ello, una de las mayores prioridades del 
tratamiento de la LMC hoy en día es mejorar la calidad de vida del paciente, tratando 
de evitar al máximo los efectos secundarios de los ITQs. Hasta hace relativamente 
poco, el tratamiento de la LMC era considerado un tratamiento crónico, con posibi-
lidad de efectos secundarios a corto y largo plazo y con un coste económico impor-
tante para el sistema sanitario.

En el año 2010, el grupo francés de LMC presentó los resultados de un novedoso 
estudio de suspensión (o discontinuación) del tratamiento en 100 pacientes con LMC 
que presentaban una RMP mantenida durante al menos 2 años [78]. Alrededor del 
40% de los pacientes consiguió mantener la RM, sin recaer (pérdida de la RMM), lo 
que se conoce como fase de remisión libre de tratamiento (RLT). La mayoría de 
los pacientes que sí recayeron, lo hicieron durante los 6 primeros meses y todos 
los pacientes consiguieron de nuevo la RM previa una vez reintroducido el ITQ que 
tomaban [78]. 
Este estudio fue la base para el diseño de los futuros ensayos clínicos de disconti-
nuación.  

 

3.9.1. Ensayos clínicos de discontinuación y recomendaciones 
de los expertos 

Tras conocerse los datos favorables del estudio STIM del grupo francés [78], y tenien-
do en cuenta el gran beneficio que podría aportar a los pacientes con LMC, múltiples 
ensayos clínicos (algunos con un número mayor de pacientes) han reforzado y confir-
mado este hecho; aproximadamente la mitad de los pacientes que alcanza una RMP 
estable y suspende el ITQ mantiene la RM (se mantiene en RLT). Aquellos pacientes 
que pierden la RMM lo suelen hacer dentro de los 6 primeros meses después de la 
suspensión, y son pocos los casos que presentan recaídas tardías. En la Tabla 6 se 
describen los principales hallazgos de los ensayos clínicos de discontinuación más 
relevantes reportados hasta la actualidad.    

Tabla 6 (página siguiente). Resultados de los estudios de discontinuación de ITQ de primera y 
segunda generación de mayor relevancia. Adaptado de Harrington P et al. Exp Rev Hematol. 
2020 [79].
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Pese a diferencias en el diseño, la mayoría de los estudios de discontinuación pre-
sentan unos criterios de inclusión muy parecidos (una duración mínima del ITQ de 
tres años y una RMP mantenida durante como mínimo un año). Además, la gran 
mayoría considera como recaída la pérdida de la RMM, con excepciones como el 
ensayo STIM, donde se consideró como recaída la detección de positividad para 
transcritos BCR-ABL1 por qPCR. 

Los resultados obtenidos también presentan similitudes; las recaídas moleculares 
ocurren en el 50% de los pacientes y el 80% de éstas se dan en los primeros 6-8 me-
ses después de la suspensión. Entre el 90-95% de los pacientes que recaen vuelven 
a recuperar el mismo nivel de RM que tenían justo antes de suspender el tratamiento 
en pocos meses. Son escasos los pacientes que han presentado una progresión tras 
la suspensión del ITQ. Aún así, no se descarta que este tipo de eventos puedan au-
mentar a medida que pasen los años de seguimiento de los estudios. 

Con todas estas evidencias, el grupo de expertos de la ELN ha elaborado reciente-
mente las recomendaciones que se deberían seguir para la discontinuación del ITQ 

[26], resumidas en la Tabla 7. 

Tabla 7. Requisitos para la discontinuación del ITQ según los criterios de la ELN 2020 [26].

CRITERIOS DE LA ELN 2020

Obligatorio Requisitos mínimos Requisitos óptimos

Fase crónica de la enfermedad

Pacientes motivados y que
comprendan bien las instrucciones

Acceso a una qPCR de alta cali-
dad, usando la Escala Internacio-
nal, con una comunicación rápida 
de los resultados

Acceptación del paciente a una
monitorización más frecuente 
al parar el tratamiento (una vez 
al mes durante los 6 primeros 
meses, cada 2 meses entre los 6 y 
12 meses, y cada 3 meses a partir 
del año) 

Tratamiento de 1ª línea 
(o 2ª línea en caso de intolerancia)

Isoformas e13a2 y e14a2 de los 
transcritos de BCR-ABL1

Duración de la terapia > 5 años
(> 4 años si ITQ de 2ª generación)

Duración de la RMP (RM4 o 
superior) > 2 años

Ningún fallo a ITQ previo

Duración de la terapia > 5 años

Duración de la RMP > 3 años 
si RM4

Duración de la RMP > 2 años 
si RM4.5 

ITQ: inhibidor de la tirosina quinasa; RMP: respuesta molecular profunda; RM4: BCR-ABL(IS) ≤ 0,01%; 
RM4.5: BCR-ABL(IS) ≤ 0,0032%
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Es muy importante monitorizar estrictamente los niveles de transcritos BCR-ABL1 (IS) 
en aquellos pacientes que suspenden el tratamiento. Se recomienda que la moni-
torización se lleve a cabo cada mes durante los 6 primeros meses de suspensión, y 
después, cada 6 semanas hasta el año. Pasado este tiempo, se deben monitorizar los 
transcritos de BCR-ABL1 al menos una vez cada tres meses, ya que existe la posibili-
dad de presentar una recaída tardía [26,100,101].

3.9.2. Protocolo de discontinuación del Institut Català d’Oncologia (ICO)

Hoy en día, la suspensión del ITQ fuera de ensayo clínico ya es una realidad gracias 
a los resultados obtenidos en los numerosos ensayos clínicos realizados, y se ha 
convertido en un nuevo objetivo terapéutico para un porcentaje importante de pa-
cientes con LMC. 

Se dispone de la evidencia aportada por los estudios de discontinuación con niloti-
nib ENESTfreedom i ENESTop [95,102,103] que ha permitido incluir la discontinua-
ción en la ficha técnica de este fármaco. 

Existen evidencias suficientes sobre la viabilidad y seguridad de la suspensión de 
imatinib en pacientes con LMC, pero al contrario que nilotinib, la discontinuación 
no está indicada en la ficha técnica de imatinib. En Cataluña, debido a los criterios 
establecidos por el Programa de Armonización farmacoterapéutica del CatSalut, la 
mayoría de los pacientes reciben imatinib en primera línea. Por este motivo, desde el 
Institut Català d’Oncologia (ICO), y liderado por nuestro grupo, se elaboró un proto-
colo de suspensión del ITQ que se basa en los resultados obtenidos en los ensayos 
clínicos de mayor relevancia (EUROSKI, DESTINY, ENESTfreedom y ENESTop).

La primera versión del protocolo fue aprobada por el Comité de Ética del Hospital 
Universitari Germans Trias i Pujol (HUGTiP) en marzo del 2018 y en ésta solamente se 
incluyeron los pacientes que habían sido tratados con imatinib en primera línea o con 
otro ITQ en segunda línea en caso de intolerancia/toxicidad inicial a imatinib. Un año 
después, en mayo de 2019, se aprobó una enmienda del protocolo con el objetivo 
de incluir también a los pacientes tratados con otros ITQs en primera línea. En este 
protocolo se incluyen diferentes estrategias de suspensión del ITQ agrupadas en dos 
bloques (Figura 7):

A)	El primer bloque incluye solamente aquellos pacientes que han sido tratados 
con nilotinib, tanto en primera línea como segunda línea, durante un mínimo de 
tres años y que presentan una RM4.5 estable durante como mínimo un año. Este 
primer bloque está contemplado en la ficha técnica de nilotinib.
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B)	El segundo bloque incluye las siguientes estrategias:

· IMATINIB en primera línea: se incluyen todos los pacientes tratados con imati-
nib en primera línea durante un mínimo de 8 años y con una RM4.5 mantenida 
durante al menos dos años. Esta estrategia corresponde al primer protocolo 

de discontinuación (aprobado en marzo de 2018). 

· DESTINY-like: se basa en el ensayo clínico llevado a cabo por Clark y cols. [88] 
y consiste en reducir la dosis del tratamiento a la mitad en aquellos pacientes 
que han sido tratados con ITQ entre tres y seis años, y que presenten una RM4 
mantenida durante como mínimo un año. El ITQ a mitad de dosis se mantiene 
durante un año y, si no se pierde la RM4, el paciente puede suspender el tra-
tamiento. Este enfoque es mucho más conservador y los resultados del único 
ensayo clínico realizado con esta estrategia son superiores en términos de RLT 
(menos recaídas y más tardías) a los ensayos clínicos en los que se suspende el 
tratamiento sin una previa disminución de dosis. En el protocolo ICO, aquellos 
pacientes que pierden la RM4 durante la reducción de dosis, vuelven a tomar 
la dosis inicial y esperan hasta un total de 6 años de tratamiento y dos años de 
RM4 mantenida para poder discontinuar el tratamiento (siguiendo los criterios 
del EURO-SKI-like). 

· EURO-SKI-like: en esta estrategia se incluyen todos los pacientes que hayan 
sido tratados con cualquier ITQ en primera línea (u otras líneas por intoleran-
cia) durante más de 6 años y que presenten una RM4 mantenida durante como 
mínimo dos años. 

Los principales criterios de exclusión de este protocolo son haber presentado  
resistencia o pérdida de respuesta al ITQ durante la fase de tratamiento y tener un 
Sokal alto al diagnóstico.  

La monitorización de los niveles de transcritos BCR-ABL1 (IS) en los pacientes dis-
continuados se lleva a cabo de la siguiente manera:

· Cada 4 semanas durante los primeros 6 meses post-discontinuación
· Cada 6 semanas a partir del mes 6
· Cada 12 semanas (3 meses) a partir del año

Se considera como recaída la pérdida de RMM. La confirmación de esta pérdida 
de RMM en una segunda determinación no sería necesaria ya que puede retrasar la 
reintroducción del ITQ [26]. 
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Figura 7. Esquema del protocolo de discontinuación del ICO.

3.9.3. Pacientes candidatos a discontinuar el tratamiento 

La posibilidad de suspender el tratamiento con ITQ en una proporción de pacientes 
con LMC supone un gran avance. No obstante, en los resultados de los ensayos clí-
nicos se evidencia que solamente es seguro hacerlo en aquellos pacientes que han 
conseguido un RMP mantenida durante al menos dos años. Dependiendo del ITQ, 
la probabilidad de conseguir dicha respuesta varía. En el caso de imatinib, los datos 
de seguimiento de uno de los ensayos clínicos llevados a cabo (IRIS) demostraron 
que solamente el 38% de los pacientes consiguieron una RM4.5 a los 5 años [28]. 
En cambio, se han observado respuestas más rápidas y profundas con los ITQ-2G 
[34,40]. De igual forma, el ensayo clínico ENESTfreedom sugiere que el tiempo de 
exposición al ITQ-2G necesario para la discontinuación sería inferior al que se nece-
sita con imatinib [95]. 

Dado que conseguir una RMP es el principal requisito para poder suspender el trata-
miento, resulta de gran interés la identificación de factores asociados con la posibili-
dad de obtener una RMP estable, así como aquellos que predigan la posibilidad de 
mantener una RLT una vez suspendido el ITQ. 

Los índices pronóstico como el Sokal, el EUTOS, el Hasford y el ELTS (apartado 3.5. 
“Índices pronósticos al diagnóstico de la LMC”) estiman la supervivencia de los pa-
cientes diagnosticados de LMC en FC. Una vez iniciado el tratamiento, se mantiene 

BLOQUE 1
Nilotinib*

BLOQUE 2
Cualquier

ITQ

ENESTfreedom-like ENESTop-like DESTINY-like EURO-SKI-like

Nilotinib 1ª línea
Tratamiento > 3 años

RM4.5 > 1 año

Nilotinib 2ª línea
Tratamiento > 3 años

RM4.5 > 1 año

1ª línea ITQ**
Tratamiento 3-6 años

RM4 > 1 año

1ª línea ITQ**
Tratamiento > 6 años

RM4 > 2 años

1/2 dosis durante 1 año

RM4 estable Pérdida RM4

D I S C O N T I N U A C I Ó N  D E L  T R ATA M I E N T O

*   Las estrategias de este bloque se incluyen en la ficha técnica de Nilotinib
** U otras líneas por intolerancia

IMATINIB 1ªL

Imatinib 1ª línea 
Tratamiento > 8 años

RM4.5 > 2 años



| 58 |

el mismo ITQ o se cambia de tratamiento en función de la respuesta en los diferentes 
hitos establecidos (Tabla 4, apartado 3.7.2.). Además, es de especial interés la llama-
da “respuesta molecular temprana” (RMT), definida como una ratio de BCR-ABL1(IS) 
<10% a los tres meses, que se ha asociado a una mayor supervivencia en algunos 
estudios, pero no en otros [104,105]. 

Otro factor interesante es el halving time (HT), que evalúa la cinética de reducción 
de los transcritos de BCR-ABL1 durante los primeros tres meses de tratamiento con 
el ITQ, de manera que aquellos pacientes que no logran reducir a la mitad el nivel 
de transcritos basal (al diagnóstico) durante los tres primeros meses, tienen mayor 
riesgo de fracaso al tratamiento y/o progresión [106].

No obstante, sigue siendo controvertido el valor predictivo de obtención de RMP de 
estos indicadores, por lo que es necesario buscar posibles marcadores con mayor 
relevancia clínica en este aspecto.

En un estudio llevado a cabo por Sasaki y cols. [107], se propuso un modelo en el 
que se establecían unos valores óptimos de respuestas citogenéticas y moleculares 
a los 3, 6, 9 y 12 meses que determinaban la probabilidad de que un paciente con-
siguiera o no la RMP. En este estudio, la consecución de una RCC durante el primer 
año era predictivo de obtención de la RMP. 

Por otro lado, más allá de los valores de las respuestas citogenéticas y moleculares, 
se han propuesto nuevos marcadores moleculares como predictores de la RMP; es 
el caso del estudio publicado por D’Adda y cols. [108], donde reportaron que los 
pacientes con la isoforma e13a2 de BCR-ABL1 tenían una menor probabilidad de 
conseguir la RMP mantenida que aquellos con la isoforma e14a2. Otro biomarcador 
propuesto recientemente por Park y cols. [109] es el gen HMGCLL1 (que codifica 
para una enzima catalizadora); ciertos polimorfismos de este gen podrían ser usados 
para identificar antes del inicio del tratamiento qué pacientes tienen mayor probabi-
lidad de conseguir una RMP con imatinib. 

También se ha sugerido que la longitud de los telómeros (LT) tiene un papel en la 
biología de la LMC. Los telómeros son secuencias repetitivas de ADN no codificante 
(TTAGGG) que se encuentran en los extremos de los cromosomas. En las células 
somáticas, los telómeros se acortan con cada división celular, reflejando la historia 
replicativa de la célula. La disminución progresiva de los telómeros acaba generando 
inestabilidad genética y finalmente senescencia celular. 

La excesiva proliferación celular que se da en la LMC a partir de la aparición del 
oncogén BCR-ABL1 en el clon maligno, se traduce en una reducción significativa de 
la LT en las células mieloides de la SP [110]. En estudios retrospectivos, la reducción 

INTRODUCCIÓN



| 59 |

acelerada de los telómeros en pacientes con LMC se ha relacionado con la fase de 
la enfermedad, la respuesta citogenética al tratamiento, la progresión a FA o FB, así 
como la clasificación dentro de los índices pronóstico [111,112 y revisado en 113]. 
No obstante, solamente un estudio ha analizado y descrito la asociación entre la LT 
al diagnóstico de la LMC y la RMM con nilotinib [114]. Hasta la fecha, ningún estudio 
ha observado una asociación entre la LT y la obtención de la RMP con los ITQs en 
pacientes con LMC.   

3.10. Factores clínicos predictores de remisión libre de tratamiento 
La identificación de pacientes con una elevada probabilidad de suspender el ITQ 
con éxito es, hoy en día, uno de los mayores retos en la investigación de la LMC. 

Se debe evitar crear falsas expectativas al paciente, así como una monitorización fre-
cuente e innecesaria en un paciente con altas probabilidades de recaer. Los factores 
relacionados con la probabilidad de mantener la RLT son controvertidos, aunque los 
más importantes parecen ser la duración del tratamiento con ITQ y la duración de la 
RMP. Tal y como se ha explicado en el apartado 3.9.1. “Ensayos clínicos de discon-
tinuación y recomendaciones de los expertos”, el grupo de expertos de la ELN ha 
recogido los datos de todos los estudios disponibles hasta hoy y, teniendo en cuenta 
los factores pronóstico más consolidados, ha elaborado unas recomendaciones. 

A continuación se describen los factores clínicos de mayor relevancia que se han 
observado en los diferentes estudios de suspensión del ITQ:

El índice Sokal al diagnóstico

El índice de riesgo Sokal, calculado al diagnóstico de la LMC, ha sido identificado 
como factor pronóstico en varios de los estudios de suspensión del ITQ [78,83,115]. 
En el grupo de pacientes de Sokal bajo, el 50-60% de estos son capaces de man-
tener la RLT, mientras que en el de Sokal alto, solo mantiene la RLT el 10-20%. Esto 
sugiere que el ITQs no contrarresta el hecho de tener una enfermedad de mayor 
riesgo al diagnóstico, aunque con el tratamiento se consiga la RMP.

Duración del tratamiento con ITQ

En el estudio STIM se observó que aquellos pacientes que habían sido tratados con 
imatinib durante más de 50 meses presentaban menos recaídas moleculares que 
aquellos que habían sido tratados durante menos tiempo [80]. También en el estudio 
llevado a cabo por el Grupo Español de Leucemia Mieloide Crónica (GELMC), Her-
nández-Boluda y cols. [116] observaron que los pacientes que habían sido tratados 
con cualquier ITQ durante menos de 5 años tenían una mayor probabilidad de recaí-
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da molecular una vez suspendido el tratamiento que los que habían sido tratados me-
nos de 5 años. Por otro lado, los estudios DADI (imatinib + un año de consolidación 
con dasatinib) y TWISTER (imatinib) no encontraron ninguna asociación significativa 
entre la duración del tratamiento y una mayor o menor tasa de RLT. Tampoco encon-
traron ninguna correlación con la dosis administrada y la probabilidad de mantener 
la RLT [83,91]. Por lo tanto, es aún controvertida la duración óptima del tratamiento 
previa a la suspensión del mismo y varía en función del ITQ administrado, ya que con 
los ITQ-2G, al ser más potentes, se obtiene la RMP en menos tiempo y aumenta la 
probabilidad de mantener la RLT. 

Duración de la respuesta molecular profunda 

Se ha sugerido que este factor podría tener mayor peso que la duración del trata-
miento. Esto ha sido demostrado en varios estudios como el EURO-SKI, donde ob-
servaron que a mayor duración de la RMP, mayor probabilidad de permanecer en RLT 
[87]. Takashi y cols. [117] también reforzaron este argumento, porque en este estudio, 
los pacientes con una duración de la RMP menor a 24 meses tenían una tasa de RLT 
del 15% comparado con los pacientes con una RMP mantenida durante más de 24 
meses (tasa de RLT del 78%).  En el estudio llevado a cabo por el GELMC [116], se 
observó que aquellos pacientes con una RM4.5 mantenida durante más de 4 años 
antes de suspender el tratamiento presentaban un 25% de incidencia acumulada de 
recaída a los tres años respecto a un 46% en aquellos pacientes con una duración de 
la RM4.5 inferior a 4 años.  

Profundidad de la respuesta molecular

Existen ciertas controversias a la hora de definir el nivel de RM más adecuado para 
suspender el tratamiento con el ITQ. En el estudio DESTINY llevado a cabo por el 
grupo británico [88], se incluyeron, además de pacientes en RMP (≥RM4), pacientes 
en RMM, y se realizó una reducción previa de dosis del ITQ a la mitad durante 12 
meses previo a la discontinuación. Los resultados fueron significativamente peores 
en la cohorte de RMM (menor RLT), quedando claro que intentar suspender el trata-
miento en pacientes que aún no han conseguido la RMP no es una buena estrategia. 
No obstante, esto no es tan obvio cuando se comparan los resultados de pacientes 
que han suspendido el  ITQ con diferentes niveles de RMP; el estudio EURO-SKI no 
encontró ninguna diferencia en términos de RLT entre pacientes con el mismo nivel 
de respuesta (RM4) pero con transcritos BCR-ABL1 detectables e indetectables [87]. 
En cambio, en el estudio de Takashi y cols. sí que se observaron diferencias estadís-
ticamente significativas entre los pacientes con RM4.5 y transcritos detectables y los 
pacientes con RM4.5 y transcritos indetectables [117]. 
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Es importante recordar las limitaciones en términos de sensibilidad que tiene la qPCR 
(técnica estándar utilizada para determinación de los transcritos BCR-ABL1 (apartado 
3.7.1. “Definición de la respuesta y metodología para su detección”), y hay que te-
ner en cuenta que no todos los laboratorios son capaces de conseguir detectar los 
mismos niveles de profundidad de la RM. Hoy en día, sigue siendo una incógnita si el 
hecho de conseguir detectar niveles más profundos de enfermedad residual podría 
ayudar a diferenciar mejor los pacientes que mantendrán la RLT y los que no. En este 
sentido, la técnica de la PCR digital (dPCR) fue diseñada como una metodología 
alternativa a la qPCR para, entre otros objetivos, identificar de manera más fiable los 
pacientes candidatos a discontinuar el tratamiento. La dPCR fue descrita por primera 
vez por Vogelstein and Kinzler en 1999 [118] y es una técnica que permite realizar 
una cuantificación absoluta de ácidos nucleicos sin necesidad de rectas patrón, así 
como la detección de mutaciones raras o poco frecuentes. El principio básico de la 
técnica consiste en dividir la muestra en miles de pocillos o gotas (dependiendo de la 
plataforma usada), donde se realiza una reacción de PCR a punto final independiente 
en cada una de ellas. La principal ventaja de la dPCR frente a la qPCR es, además del 
hecho de poder prescindir de una recta patrón, que la sensibilidad y la precisión no 
es tan dependiente de la amplificación en cada reacción.     

3.11. Mecanismos biológicos de persistencia de la LMC 
tras discontinuación del tratamiento
En las últimas décadas, se ha introducido el concepto de “cura operacional” en una 
proporción de pacientes que responden correctamente al tratamiento y que consi-
guen suspenderlo sin presentar una recaída molecular posterior. 

A día de hoy, los mecanismos biológicos que determinan que un paciente pueda o no 
discontinuar con éxito el tratamiento con el ITQ siguen siendo desconocidos. Una de 
las hipótesis que tiene mayor peso es el hecho de poder o no eliminar totalmente la 
LSC. Otra hipótesis es el posible control que el sistema inmune pueda ejercer sobre 
la enfermedad residual medible (ERM). 

En los siguientes apartados, se comentarán algunos de los mecanismos previamente 
relacionados con la persistencia de la LMC y que han sido objeto de investigación en 
la presente Tesis Doctoral.

3.11.1. La célula madre leucémica de la LMC

Se sabe que las LSCs de la LMC son resistentes a los ITQs y persisten durante todo el 
tratamiento, pudiendo ser causa de resistencia al fármaco, de recaída tras la disconti-
nuación del mismo o de progresión de la enfermedad. En cualquiera de las situacio-
nes estas células impedirían conseguir una curación total de la LMC. 
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En cultivos in vitro se observa que no todas las LSCs son eliminadas por el ITQ y 
que una subpoblación de progenitores CD34+ de la LMC tienen la capacidad de 
permanecer quiescentes e iniciar la enfermedad cuando son trasplantadas a ratones 
inmunodeprimidos [119–122]. Esto es lo que probablemente ocurre en los pacientes 
con LMC; el ITQ es capaz de eliminar los clones de la LMC derivados de la LSC que 
adquiere la translocación, pero no puede eliminar la propia LSC, quedando en un 
estado de ERM. Esto podría explicar porqué en la mayoría de pacientes que están en 
fase de RLT, se siguen observando células BCR-ABL1+ [123,124]. No obstante, que 
ello influya o no en la recaída tras la discontinuación sigue generando controversia. 
Además, la cinética de la recaída post-discontinuación varía, observándose recaídas 
tanto tempranas (antes de los 6 meses) como tardías (más allá del año). Esta discre-
pancia podría reflejar cierta heterogeneidad de la LMC a nivel de la célula madre. 
Una de las hipótesis actuales es que el tratamiento con los ITQs ejercería una presión 
selectiva, aumentando la frecuencia de los clones LSCs con un crecimiento y una 
diferenciación más lenta [125]. Del mismo modo, los ITQs podrían interferir tanto en 
la habilidad de las LSCs para generar poblaciones más diferenciadas como en la tasa 
de división de células leucémicas progenitoras y diferenciadas. El efecto de estos 
fármacos sobre las células iniciadoras de la leucemia (leukemia-initiating cells, LICs) 
puede variar entre los pacientes, y estas diferencias podrían explicar los diferentes 
escenarios observados en los pacientes con RMP que discontinuan el tratamiento 
(Figura 8) [126]. 
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Figura 8. (Página anterior) Hipótesis sobre la duración de la RMP en los pacientes que discontinuan el 
tratamiento. (A) En algunos pacientes, el tratamiento con imatinib (y probablemente, otros ITQs) conse-
guiría erradicar todas las LIC, dejando únicamente una población de LSCs quiescentes, indetectables por 
técnicas convencionales como la qPCR. Esto daría lugar a tiempos de RLT prolongados, con ausencia de 
recaída. (B) En otros pacientes, los ITQs no serían capaces de eliminar estas LIC, que presentan variabili-
dad en la cinética de crecimiento. Al suspender el tratamiento, los pacientes con persistencia de LICs de 
crecimiento más rápido experimentarían una recaída temprana, mientras que los pacientes con persis-
tencia también de LIC, pero de crecimiento más lento, presentarían una recaída tardía (más allá del año 
post-discontinuación). LIC: leukemia-initiating cell. LSC: leukemic stem cell. Imagen adaptada de Mahon 
FX et al, Clinical Cancer Research, 2012 [126]. 

Uno de los mayores retos a la hora de estudiar las LSCs es la identificación de antí-
genos de superficie específicos y únicos para estas células. Se sabe que las LSCs de 
la LMC son CD34-positivas y CD38-negativas, pero esto también corresponde con 
el fenotipo de las HSCs normales. Por lo tanto, es necesario identificar otros marca-
dores de superficie específicos de las LSCs de la LMC que permitan diferenciarlas de 
las HSCs y también de células leucémicas más diferenciadas. 

Se han descrito antígenos de superficie que estarían diferencialmente expresados en 
las LSCs de la LMC y por lo tanto podrían ser útiles para su identificación y posible 
tratamiento dirigido. Uno de ellos es el CD25 (interleukin-2 receptor alpha chain, 
IL2Rα), que está regulado por la actividad de STAT5. Varios estudios han demostrado 
una sobreexpresión aberrante de este marcador en la superficie de las LSCs y una 
relación positiva de su expresión con la progresión de la LMC [127]. La unión de este 
receptor de IL-2 con otro marcador descrito para la LSC de la LMC, el IL-1RAP (in-
terleukin-1-receptor accessory protein), activa las vías de señalización NF-κß y AKT, 
incrementando la proliferación de las LSCs. Esta proliferación viene mediada por IL-
1, y el bloqueo mediante anticuerpo de co-receptor IL-1RAP revierte la activación y 
proliferación de las LSCs [128]. 

Otro posible marcador específico de la LMC es el CD26 (enzima dipeptidyl peptida-
se IV, DPPIV). Herrmann y cols. [129], detectaron este marcador solamente en la LSC 
de la LMC y no en otras neoplasias mieloides, mientras que los marcadores CD25 e 
IL-1RAP también fueron detectados en las LSCs de otras neoplasias mieloides como 
la leucemia mieloide aguda. La función principal de la enzima CD26-DPPIV es pro-
mover la disrupción de las interacciones entre la LSC y el estroma medular, mediante 
la degradación de SDF-1 (stroma-derived factor 1). Por lo tanto, CD26 tendría un 
papel directo en la liberación de las LSCs propias de la LMC desde la MO a la SP. De 
hecho, Bocchia y cols. [130] demostraron la presencia de células LSC CD26-positivas 
en SP de pacientes con LMC tanto al diagnóstico, como durante el tratamiento con 
ITQ e incluso una vez suspendido éste. Otro estudio publicado por Culen y cols. 
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[131] refuerza la hipótesis de que la tinción con CD26 permite la discriminación (me-
diante citometría de flujo) entre las LSCs de la LMC y las HSC normales. No obstante, 
la relación entre la proporción de LSCs CD26-positivas con la progresión de la LMC 
así como con la recaída una vez suspendido el ITQ es incierta. 

Por último, recientemente se ha descrito la expresión del receptor transmembrana 
CD93 (también conocido como receptor C1q) en LSCs quiescentes de la LMC, que 
persisten una vez suspendido el ITQ [132]. Mediante estudios de xenotransplante en 
modelos murinos, células LSC CD93+ (definidas como Lin-CD34+CD38-CD45RA-
CD90+CD93+) extraídas de pacientes con LMC son capaces de injertar en ratones 
y provocar la aparición de la LMC. Además, las LSCs de la LMC presentarían una 
sobreexpresión de CD93 comparado con las HSC normales y, parece que el CD93 
permitiría diferenciar entre las LSCs muy primitivas y con capacidad de autorrenova-
ción y las células más maduras (más diferenciadas), dentro del mismo compartimento 
de células madre. 

A pesar de los avances realizados en los últimos años en la detección de la LSC es-
pecífica de la LMC mediante marcadores de superficie, los resultados de los estudios 

difieren y por ello este tema sigue siendo motivo de discusión.

Un método interesante para la identificación y estudio de las células madre es el 
ensayo de la Side Population (SPop). Este ensayo se basa en la capacidad inherente 
de estas células para expulsar de su interior sustratos fluorescentes como el Hoechst 
33342 o el Dye Cycle Violet (DCV), debido a la sobreexpresión del transportador 
multidroga ABCG2 (ATP-binding cassette super family G member 2). Este método 
fue originalmente desarrollado por Goodell y cols. [133], quienes descubrieron que 
incubando células normales de la MO con H33342 se podía detectar, mediante cito-
metría de flujo, una pequeña subpoblación de células que no acumulaban el sustrato 
fluorescente. Los autores observaron que estas células estaban muy enriquecidas 
en células hematopoyéticas y progenitoras. Posteriormente, esta fracción de células 
SPop han sido detectadas tanto en neoplasias hematológicas como tumores sóli-
dos [134]. Las células SPop representan normalmente menos del 0,1% del total de 
células de la MO y están enriquecidas dentro de la fracción de células hematopo-
yéticas resistentes a los fármacos. De hecho, la sobreexpresión del transportador 
ABCG2 en las células SPop ha sido relacionado con la refractariedad a la quimiote-
rapia [135,136]. Varios estudios sugieren que la capacidad de expulsión del sustrato 
fluorescente mediante el transportador ABCG2 estaría correlacionado con el grado 
de madurez de estas células, siendo las más primitivas (stem/progenitor cells) las 
que presentan una mayor capacidad para expulsar el sustrato de su interior. Por lo 
tanto, se han asociado varias características de las células madre a la fracción SPop, 
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entre ellas, una elevada capacidad de autorrenovación y diferenciación, así como el 
arresto en fase G0/G1 del ciclo celular [137]. Por ello, podría ser de interés combinar 
la detección de marcadores de superficie con el ensayo funcional de la SPop para 
identificar mejor el compartimento de las LSCs que puedan ser responsables de la 
resistencia al tratamiento y/o de la recaída tras la discontinuación del mismo [138]. 

3.11.2. El papel del sistema inmunitario en la LMC

El sistema inmunitario tiene un papel fundamental en la protección contra enferme-
dades infecciosas. También es capaz de identificar células potencialmente malignas 
que expresan antígenos de forma aberrante en la superficie de éstas. 

Cuando el sistema inmunitario detecta una célula maligna, se activan células anti-
tumorales para controlar la neoplasia. No obstante, la mayoría de células malignas 
desarrollan estrategias que facilitan su supervivencia y progresión, mediante la libe-
ración de factores inhibidores como citoquinas inflamatorias e inmunosupresoras, 
así como la activación de células supresoras del sistema inmunitario, revirtiendo los 
efectos antitumorales de éste.  

Como se ha comentado anteriormente, la MO es el nicho donde residen las células 
madre y progenitoras de la LMC, y aunque su estructura celular y molecular espe-
cífica sigue siendo en parte desconocida, cada vez hay más evidencias de que el 

sistema inmunitario tiene una influencia sobre ellas [139,140].

A continuación se explica de manera resumida los principales componentes del sis-
tema inmunitario y su papel en la patogénesis y control de la LMC:

Células efectoras del sistema inmunitario

Las principales células efectoras antitumorales del sistema inmunitario, las células 
NK, las células dendríticas (dendritic cells, DC) y los linfocitos T citotóxicos (cytotoxic 
T lymphocyte, CTL), juegan un papel en el control de las hemopatías malignas, entre 
ellas la LMC. 

Las células NK son un tipo de linfocitos citotóxicos de la inmunidad innata, sien-
do la primera línea de defensa frente a células tumorales y patógenos como los 
virus. La población de células NK es fenotípica y funcionalmente heterogénea; la 
fracción de células NK CD56bright (elevada densidad del marcador CD56 en la 
superficie celular) es capaz de producir grandes cantidades de citoquinas, como el 
interferón (INF)-γ y/o el factor de necrosis tumoral TNF-α, en pocos minutos, pero 
no puede eliminar de manera espontánea las células tumorales. Son las células NK 
CD56dimCD16+, de mayor grado de madurez, las encargadas de lisar las células 
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potencialmente malignas. Dentro de la fracción de células  NK CD56dimCD16+, 
existe una subpoblación que expresa el marcador CD57; esta subpoblación de cé-
lulas NK CD56dimCD16+CD57+ fue definida, por López-Vergès y cols. [141] como 
células NK que se encuentran en el estadio definitivo de maduración, con una baja 
capacidad de proliferación y una elevada actividad citotóxica.

A diferencia de los CTL, que para su activación requieren de la participación de 
células presentadoras de antígeno como las DC, las células NK utilizan un conjun-
to de receptores activadores e inhibidores para el reconocimiento de las células 
malignas [142]. Unos de estos receptores de mayor importancia son los llamados 
killer-cell immunoglobulin-like receptors (KIR); una familia de glicoproteínas trans-
membrana tipo I expresados en la membrana plasmática de las células NK. Los KIR 
son capaces de distinguir entre las diferentes variantes alélicas de las moléculas del 
complejo mayor de histocompatibilidad, lo que permite detectar células infectadas 
por agentes externos o células transformadas (células malignas). La actividad de las 
células NK vendrá determinada por el balance entre la cantidad de KIR activadores 
e inhibidores expresados en sus membranas [143]. Tradicionalmente, se han descrito 
dos conjuntos de haplotipos en base al contenido de genes de cada uno de ellos, 
designados como haplotipos A y B. El haplotipo B se caracteriza por tener uno o más 
de los siguientes genes: KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5 y KIR3DS1. 
De manera contraria, el haplotipo A se caracteriza por la ausencia de todos estos ge-
nes. Como consecuencia de esto, el haplotipo B contiene más genes que codifican 
para KIR activadores que el haplotipo A.

En pacientes con diagnóstico reciente de LMC en FC, se ha observado que las célu-
las NK están en baja proporción respecto a los linfocitos totales y además éstas son 
disfuncionales. Esta situación empeora a medida que la enfermedad progresa a fases 
más avanzadas como la FA o FB [139]. 

Respecto a las DC, con un papel muy importante como células presentadoras de 
antígeno para la activación de células T naive, se ha observado que en pacientes con 
LMC, estas células tienen defectos cuantitativos y funcionales importantes, incluyen-

do una presentación de antígeno ineficiente [144].

Células supresoras del sistema inmunitario

Con el objetivo de evadir el sistema inmunitario innato y adaptativo, las células neo-
plásicas pueden alterar determinadas vías de señalización que provocan una supre-
sión de las respuestas antitumorales. Este mecanismo de supresión viene mediado 
principalmente por la expansión de células supresoras de origen mieloide (en in-
glés, myeloid-derived suppressor cells, MDSCs), una población celular que parte 
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de un CMP, que también da lugar a DC normales, monocitos, macrófagos y gra-
nulocitos. Existen dos grupos de MDSCs, las granulocíticas o polimorfonucleares 
(en inglés, polymorphonuclear myeloid-derived suppressor cells, PMN-MDSCs), que 
son morfológica y fenotípicamente similares a los neutrófilos; y las monocíticas (en 
inglés, monocytic myeloid-derived suppressor cells, MO-MDSCs), morfológica y fe-
notípicamente similares a los monocitos. 

Las MDSCs se expanden durante el desarrollo de las neoplasias, procesos inflamato-
rios e infecciosos y se caracterizan por su capacidad de suprimir la función citotóxica 
de los linfocitos T, incluyendo tanto los CTL como las células NK [145]. En presencia 
de neoplasia, es el propio microambiente inflamatorio del tumor el que facilita la 
expansión y la actividad supresiva de las MDSCs, liberando múltiples factores pro-in-
flamatorios como GM-CSF y VEGF. Posteriormente, la actividad de las MDSCs viene 
mediada por un conjunto de mecanismos tales como el aumento en la producción 
de especies reactivas del oxígeno y nitrógeno, y la sobreexpresión de arginasa-1, 
esta última actuando mediante la inhibición de la proliferación de las células NK y 
la secreción de INF-γ. En algunos casos, las MDSCs son capaces de modular la res-
puesta inmunitaria mediante la expresión del ligando programmed-death ligand 1 
(PD-L1), que se une a su receptor PD-1 en los CTL e induce su apoptosis.  

Las MDSCs también median el reclutamiento y expansión de células T reguladoras 
(en inglés, regulatory T cells, Treg) inmunosupresoras. Estas células son un tipo espe-
cializado de células T CD4+ que expresan el factor de transcripción forkhead box P3 
(FoxP3) y son capaces de comprometer la función antitumoral de las células T CD4+/
CD8+ y la actividad de las células presentadoras de antígeno, facilitando la evasión 
inmune de la célula tumoral [145,146]. 

En el contexto de la LMC en FC al diagnóstico, se ha visto que los pacientes presen-
tan elevados niveles de PMN-MDSCs y MO-MDSCs en comparación con controles 

sanos y que estas MDSCs expresan BCR-ABL1 y son parte del clon leucémico [147]. 

También el porcentaje de células Treg está significativamente incrementado en pa-
cientes con diagnóstico reciente de LMC comparado con controles sanos, y el núme-
ro de células Treg aumenta a medida que la enfermedad progresa [148]. 

Además, las células BCR-ABL1+ de la LMC son capaces de evadir el sistema inmu-
nitario mediante la sobreexpresión del immune checkpoint PD-1 en los CTL, que es 
reconocido por su ligando PD-L1, expresado de manera aberrante en la superficie de 
las células de la LMC. PD-1 se expresa temporalmente en las células efectoras acti-
vadas del sistema inmunitario en condiciones normales; no obstante, una expresión 
constitutiva de PD-1 da lugar a una reducción en la función efectora de las células T

INTRODUCCIÓN



| 68 |

además de una expansión de células Treg con incremento de su función supreso-
ra [149]. Este escenario promueve la supresión del sistema inmunitario efector y la 
progresión de la enfermedad, en los que están implicadas tanto las MDSC como las 
células Treg (Figura 9) [147].

A día de hoy, se desconocen los mecanismos que conducen a este escenario de 
inmunodepresión observado en la LMC. Algunos estudios sugieren que las células 
BCR-ABL1+ de la LMC podrían segregar vesículas extracelulares que serían captadas 
por las células Treg y que esta interacción sería la que provocaría la sobreexpresión 
de FoxP3 en estas células. Esto produciría un aumento de la actividad supresora de 
las células Treg, que principalmente afectaría a las células T CD8+, uno de los princi-

pales componentes de defensa contra las células malignas [150]. 

Figura 9. Restablecimiento del sistema inmunitario efector en los pacientes con LMC que consiguen 
una RMP con la terapia ITQ. Al diagnóstico: la supresión inmunológica está mediada en parte por las 
HSCs, que adquieren ventajas proliferativas y de supervivencia (evasión de la apoptosis). Estas células se-
gregan citoquinas y quimiocinas que promueven la expansión de las MDSCs y las células Treg, facilitando 
la desregulación de la inmunidad efectora. El ligando PD-L1 está sobreexpresado en la superficie de las 
células de la LMC, que interacciona con su receptor inhibitorio, PD-1, y contribuye a la protección de las 
células malignas frente a la destrucción por parte del sistema inmunitario. Las MDSCs son BCR-ABL1+ ya 
que se originan a partir del clon maligno, y su actividad supresora está mediada vía la producción de es-
pecies reactivas del oxígeno y nitrógeno y arginasa-1, entre otras. Las MDSCs pueden inducir la expansión 
de las células Treg, que también expresan PD-1. Durante el tratamiento con ITQ: el ITQ ejerce efectos 
inmunomoduladores, especialmente sobre las poblaciones MDSC y Treg, reactivando y restableciendo 
la vigilancia del sistema inmunitario efector. CML, leucemia mieloide crónica; TKI, inhibidor de la tirosina 
quinasa; CP, fase crónica; MDSCs, células supresoras de origen mieloide; Treg, células T reguladoras; 
PD-L1, programmed death ligand-1; PD-1, programmed death-1; NO, óxido nítrico; ROS, especies re-
activas del oxígeno; TGF-ß1, transforming growth factor-ß1; NK, natural killer; LAA, antígeno asociado a 
leucemia; CTL, linfocito T citotóxico; DC, célula dendrítica. Imagen adaptada de Hughes A et al., Frontiers 
Immunology, 2017 [139]. 

FiGURe 1 | immune effector recovery in CML patients achieving deep molecular response on TKi therapy. Diagnosis CP CML; suppression of the 
immune system in CP CML patients at diagnosis is mediated in part by hematopoietic stem cells, which acquire a proliferative/survival advantage and lose the ability 
to undergo apoptosis. Release of tumor-derived cytokines/chemokines drives the expansion of immune suppressor MDSC and Treg, facilitating downregulation of 
antitumor effector immunity. PD-L1 is upregulated on CML cells, where it interacts with the coinhibitory receptor PD-1, and contributes to protection of the malignant 
cells from immune destruction. MDSC originate from the malignant BCR-ABL1 clone and mediate their suppressive activity via a number of mechanisms, including 
increased production of reactive oxygen and nitrogen species (NO, ROS), arginase-1, and TGF-β1. MDSC can induce Treg expansion, and Treg also express PD-1 
to promote enhanced suppressor function. Post-TKI treatment; TKI exert immunomodulatory effects, particularly against key suppressor MDSC and Treg 
populations, conferring immune system re-activation and restoring effector-mediated immune surveillance. More specifically, TKI treatment leads to restoration of 
NK cell receptor repertoire and enhanced NK cell function, restoration of LAA-CTL responses, including downregulation of PD-1 to normal levels, and increased DC 
number and antigen-presenting cell function. CML, chronic myeloid leukemia; TKI, tyrosine kinase inhibitor; CP, chronic phase; MDSCs, myeloid-derived suppressor 
cells; Treg, regulatory T cells; PD-L1, programmed death ligand-1; PD-1, programmed death-1; NO, nitric oxide; ROS, reactive oxygen species; TGF-β1, 
transforming growth factor-β1; NK, natural killer; LAA, leukemia-associated antigen; CTL, cytotoxic T lymphocyte; DC, dendritic cell.
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others evaluating discontinuation of second-generation TKIs 
(124–130). Rea and colleagues (130) provided the first report of 
cessation of second-generation TKI dasatinib or nilotinib (STOP 
2G-TKI) in CML patients, TFR rates at 12 and 48 months were 
63% (CI: 51–76%) and 55% (CI: 40–67%), respectively. Prior 
suboptimal TKI response or TKI resistance was the only base-
line patient characteristic associated with a significantly higher 
incidence of MolR following cessation. The largest discontinua-
tion study to date, the European stop TKI (EURO-SKI) trial has 
recently reported a molecular recurrence-free survival of 52% 
(CI: 48–56%) in 750 CP CML patients treated with imatinib, 
nilotinib, or dasatinib at 24 months, using loss of MMR as the 
criteria for relapse (126).

The lack of overt relapse in such patients, despite the pres-
ence of very low levels of residual disease has been attributed to 
immunological control of CML (131), challenging the long-held 
belief that SCT represents the only “curative” therapy for CML 
and indicating that complete elimination of residual CML stem 
cells is not necessary in all patients to successfully achieve TFR 
(132). DMR occurs in ~20% of imatinib treated patients in the 
first 2–3  years of therapy; however, using more potent TKIs 
dasatinib and nilotinib, the rates of DMR are faster and deeper, 
and it is possible that this will lead to more patients eligible to 
attempt TFR in a shorter time frame (133, 134). However, it is 
also likely that the optimum duration of TKI treatment before 
discontinuation attempt is heterogeneous and varies between 
patients (135). To this end, identifying predictive factors for suc-
cessful discontinuation of TKI and thus, identification of CML 

patients who would benefit most from discontinuation remains 
a key issue (6).

ROLe OF THe iMMUNe SYSTeM FOR 
SUCCeSSFUL TFR

To date, more than 2,000 CML patients worldwide have attempted 
to discontinue TKI after achieving DMR in the clinical trial set-
ting (6). More recently, several immunological sub-studies within 
larger discontinuation trials have attempted to identify immu-
nological predictive factors of TFR maintenance, typically prior 
to TKI cessation (baseline immune markers) (6). Results from 
Immunostim, performed on a subset of 51 patients enrolled in the 
STIM trial, identified an association between elevated peripheral 
blood NK cells and positive clinical outcome following imatinib 
discontinuation (136). Accordingly, these observations provided 
some of the first evidence that NK cell based immune surveillance 
may contribute to CML control following TKI cessation. More 
recent molecular data (A-STIM and EURO-SKI trials) demon-
strating fluctuating BCR-ABL1 levels just below MMR without 
loss of MMR, and therefore without TKI resumption, has all but 
confirmed the importance of the role of immune surveillance for 
sustained TFR in CML. Immunostim did not observe any asso-
ciation between CD3+/CD4+/CD8+ T cells, the CD4/CD8 ratio, 
or Treg numbers in patients who relapsed compared to those who 
did not. Patient characteristics revealed 52.9% of the patients had 
received prior IFN therapy, shown in other studies to contribute 
to higher TFR rates (5, 137). Induction of a PR3-specific CTL 
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Factores inmunitarios que podrían contribuir a la RLT

Es conocido que los ITQs ejercen efectos inmunomoduladores, reactivando la vigi-
lancia del sistema inmunitario efector. De manera específica, el tratamiento con ITQ 
lleva a la restauración del repertorio de KIRs y otros receptores de las células NK, así 
como el aumento de la actividad de estas células. También implica la restauración de 
las respuestas mediadas por CTL, reduciendo los niveles de expresión de PD-1, y el 
aumento en número de DC y su función como células presentadoras de antígenos 
(Figura 9: Hughes A et al, 2017 [139]). Además, se ha observado que el restableci-
miento del sistema inmunitario está estrechamente relacionado con los niveles de 
RM al tratamiento, siendo la RMP el nivel donde, teóricamente, se consigue la máxi-
ma reactivación del sistema efector antitumoral. No obstante, el mecanismo por el 
que estos dos fenómenos están relacionados aún está por determinar. 

El hecho de que la mitad de los pacientes que paran el tratamiento no presenten 
una pérdida de la RM, a pesar de tener una ERM persistente, ha sido atribuido al 
control inmunitario de la LMC. Un subestudio del ensayo clínico STIM realizado en 51 
pacientes que suspendieron el tratamiento (InmunoSTIM), se observó que tener un 
número elevado de células NK en el momento de la discontinuación se asociaba con 
el mantenimiento de la RLT [151]. Posteriormente, el análisis realizado a un subgrupo 
de pacientes del ensayo clínico EURO-SKI confirmó este hecho y, además, el man-
tenimiento de la RLT se asoció con tener una mayor proporción de células NK más 
maduras (CD57+) y citotóxicas (CD16+ y CD57+) [152]. Además, en un subestudio 
de este mismo ensayo clínico se observó que una proporción elevada de DC CD86+ 
y unos niveles de expresión bajos para PD-1 en CTLs CD8+, se asociaba a mayor 
riesgo de recaída, lo que sugiere que el agotamiento del sistema inmune efector 
juega un importante papel en este evento [153].
A pesar de toda la evidencia disponible, los resultados de los estudios inmunológi-
cos realizados en pacientes con LMC que discontinuan el ITQ siguen siendo contro-
vertidos.
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El pronóstico de la LMC ha mejorado sustancialmente con los ITQs, de manera que 
la supervivencia global de los pacientes diagnosticados de LMC en FC es hoy en día 
similar a la de la población general. De esta manera, el primer objetivo terapéutico 
con los ITQs es la obtención de la RMM, que evita la progresión de la enfermedad 
a fases avanzadas, seguido de la obtención de una RMP mantenida, requisito indis-
pensable para la suspensión del ITQ tras varios años de tratamiento. Finalmente, el 
último objetivo terapéutico es el mantenimiento de la RLT tras la discontinuación del 
ITQ.

Imatinib sigue siendo el tratamiento estándar en primera línea para la mayoría de 
pacientes diagnosticados de LMC debido a que muchos de ellos se diagnostican 
en FC, con índice de Sokal bajo y muchos tienen comorbilidades asociadas. Sin em-
bargo, alrededor del 30% de los pacientes presentará resistencia a este tratamiento 
y, de los que responden, solo el 35%-40% conseguirá la RMP. Los ITQs-2G (como 
nilotinib, dasatinib y bosutinib) son más eficaces que imatinib, especialmente en la 
obtención de una RMP de manera más rápida y estable, pero los efectos secundarios 
a corto y largo plazo suelen ser superiores a los observados con imatinib. 

Pese a la disponibilidad de múltiples ITQs para tratar la LMC, se han descrito muy 
pocos predictores biológicos que identifican, en el momento del diagnóstico, a 
aquellos pacientes con menor probabilidad de alcanzar la RMM o RMP con imatinib 
y que, por lo tanto, puedan beneficiarse de un tratamiento con un ITQ-2G desde un 

inicio. 

La hipótesis global de la esta Tesis Doctoral es que determinados biomarcadores 
presentes al diagnóstico de la LMC se asocian con la obtención de la RMM y la RMP 
en pacientes tratados con imatinib en primera línea y que su identificación podría 
ayudar en la toma de decisiones terapéuticas aplicando una medicina más perso-
nalizada desde el diagnóstico hasta la eventual discontinuación del tratamiento a 
largo plazo. Además, el análisis de variables clínicas y biológicas en pacientes que 
discontinuan el ITQ puede ayudar a entender mejor los mecanismos que subyacen 
a la pérdida de la RMM en algunos pacientes y al mantenimiento de la RLT en otros. 
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Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto,  
los objetivos de esta Tesis Doctoral son:

1.
Estudiar la asociación entre polimorfismos presentes en genes relacionados con el 
metabolismo y transporte de fármacos y la obtención de la RMM en pacientes trata-
dos con imatinib en primera línea.

1.1. Genotipar múltiples polimorfismos (SNPs) en genes ADME mediante un 
array de farmacogenética en una cohorte piloto de pacientes tratados con 
imatinib y analizar la asociación entre estos SNPs y la probabilidad de conse-
guir la RMM con imatinib en primera línea.

1.2. Genotipar los SNPs estadísticamente significativos obtenidos en el apar-
tado 1.1. en una cohorte independiente de mayor extensión y validar su 
asociación con la obtención de la RMM con imatinib en primera línea. 

2.
Estudiar el papel de la LT (corregida por la edad) al diagnóstico de la LMC en la res-
puesta al tratamiento con imatinib en primera línea.

2.1. Analizar la asociación entre la LT al diagnóstico y la obtención de la RMP 
con imatinib en primera línea.

2.2. Analizar la asociación entre la LT y la obtención de la RMM con imatinib, 
las isoformas de la proteïna p210 y los diferentes índices pronóstico de esta 
enfermedad.
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3.
Analizar las características clínico-biológicas de los pacientes que mantienen la RLT 
y los pacientes que presentan una recaída post-suspensión del ITQ, especialmente 
con imatinib, incluidos en el Protocolo ICO de Discontinuación.

3.1.  Analizar la asociación entre determinadas variables clínicas y la inciden-
cia acumulada de RLT en todos los pacientes incluídos en el protocolo.

3.2. Determinar la utilidad de la técnica de dPCR en pacientes en RMP por 
qPCR estándar durante los dos años previos a la discontinuación del ITQ, 
para predecir la probabilidad de recaída tras ésta. 

3.3. Cuantificar y caracterizar la fracción de células de la SPop y establecer 
su posible papel en la recaída post-discontinuación.

 
3.4. Estudiar la frecuencia de diferentes subtipos de células NK y analizar su 
asociación con la recaída post-discontinuación.

HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
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TRABAJO I
Detección de SNPs en genes implicados  
en el metabolismo y transporte de fármacos  
y relacionados con la respuesta a imatinib

1. Pacientes y diseño del estudio
El Trabajo I es un estudio retrospectivo que se realizó en dos fases: un estudio piloto 
inicial y un estudio de extensión con un mayor número de pacientes. 

En el estudio piloto se incluyeron un total de 45 pacientes diagnosticados de LMC, 
según los criterios de la OMS 2008 [5], procedentes del ICO-Badalona, el ICO-Hos-
pitalet (Hospital Duran i Reynals) y el ICO-Girona (Hospital Josep Trueta). 

Para el estudio de extensión se incluyeron de forma retrospectiva, un total de 137 
pacientes procedentes de 6 hospitales: ICO-Badalona, ICO-Hospitalet, ICO-Girona, 
ICO-Tarragona (Hospital Joan XXIII), Hospital General de Granollers (Granollers) y 
del Hospital General Universitario Morales Meseguer (Murcia). 

El principal criterio de inclusión fue el tratamiento con imatinib en primera línea 
durante un mínimo de 6 meses. Se excluyeron los pacientes que habían presentado 
resistencia al tratamiento debido a mutaciones en el dominio quinasa de ABL1, o 
que presentaran otras alteraciones genéticas como por ejemplo ACAs. 

Se obtuvo el consentimiento informado debidamente firmado de todos los pacien-
tes incluidos en el estudio. Todos los procedimientos fueron realizados de acuerdo 
con los protocolos internos del laboratorio y autorizados por el Comité Ético de 
Investigación Clínica del HGTiP (Badalona).

2. Procesamiento general de las muestras
Para ambas fases del Trabajo I fue necesaria la utilización de ADN procedente de 
muestras de SP total (o en su defecto MO), en cualquier momento del transcurso 
de la enfermedad. 

Previo a la obtención del ADN, se llevó a cabo una lisis eritrocitaria de las muestras 
de SP o MO empleando una solución tampón a base de cloruro de amonio (TLE, 
tampón de lisis eritrocitaria: NH4CL - EDTA - HEPES). Para ello, la muestra de SP o 
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MO se centrifuga a 2000 rpm durante 10 minutos para separar el plasma del resto 
de componentes de la sangre. Una vez descartado el plasma, se lisa las muestras du-
rante 10 minutos a temperatura ambiente utilizando 10 mL de TLE. Posteriormente, 
las muestras se centrifugan a 2000 rpm durante 10 minutos y se descarta el sobre-
nadante. Se resuspende el pellet leucocitario con 1-2 mL de TLE y se transfiere a un 
eppendorf de 2 mL. Se centrifuga de nuevo la muestra a 2000 rpm durante 5 minutos 
y se retira el sobrenadante. Finalmente, se resuspende el pellet con 150 μl de RA 
(solución estabilizadora de ácidos nucleicos a base de isotiocianato de guanidina).

3. Extracción del ADN y cuantificación
La extracción del ADN de muestras de SP o MO se realizó de manera automática me-
diante el robot QIACube® (Qiagen, cat. no. 9002864) usando el QIAmp DNA Blood 
Mini Kit (Qiagen, cat. no. 51106). La concentración del ADN y su calidad fueron de-
terminadas mediante el espectrofotómetro QIAexpert (Qiagen, cat. no. 9002340). El 
ADN genómico se conservó a -20ºC y fue usado posteriormente para el genotipado 
de los SNPs.

4. Genotipado de SNPs presentes en genes implicados 
en el metabolismo y transporte de fármacos
Los SNP son las variaciones genéticas más comunes que se encuentran en el geno-
ma de cualquier organismo. A pesar de que los SNPs son de especial interés para 
entender ciertas características de las enfermedades así como el metabolismo de 
determinados fármacos, el genotipado de SNPs a gran escala (estudios con elevado 
número de individuos) ha supuesto un gran reto para la ciencia, debido al elevado 
coste económico y de recursos asociado a las técnicas de genotipado convenciona-
les. Es por ello que se han creado diferentes plataformas de genotipado de SNPs 
que permiten multiplexar el procedimiento, reduciendo el coste y tiempo empleado 
en la técnica. 

En trabajo se utilizaron 2 metodologías diferentes para el genotipado de SNP, una 
para la parte del estudio piloto y otra para el estudio de extensión. 

A continuación se describen ambas:
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4.1. Estudio piloto: DMETTM Plus Microarray 
(Affimetrix, Applied Biosystems, cat. no. 901268)

Esta tecnología permite la identificación simultánea de 1936 SNPs presentes en 231 
genes ADME. Estos SNPs fueron seleccionados en base a la evidencia disponible y 
revisados por el consorcio de expertos PharmaADME (www.pharmaadme.org). Este 
consorcio fue creado con el objetivo de desarrollar un listado de genes y biomarca-
dores genéticos que permitiera su inclusión en las plataformas de genotipado actua-
les (de donde derivó el Microarray DMETTM) para su uso en estudios de variabilidad 
farmagenómica. 

Los genes incluidos en el microarray DMETTM se clasifican en 4 categorías: a) genes 
que codifican para enzimas de fase I (n=45), involucradas en procesos de modifica-
ción de grupos funcionales mediante oxidación, reducción e hidrólisis, b) genes que 
codifican para enzimas de fase II (n=74), que son responsables de la conjugación 
con la fracción endógena de ciertas moléculas con el objetivo de obtener sustancias 
fáciles de excretar por orina o bilis, c) genes que codifican para transportadores 
(n=51), responsables de la absorción y excreción de los fármacos dentro y fuera de 
las células y, por último, d) genes que codifican para proteínas modificadoras (n=24), 
que pueden alterar la expresión de otros genes ADME o incluso la bioquímica de las 
enzimas codificadas por estos genes. Posteriormente, se incorporaron 37 genes adi-
cionales (llegando a un total de 231 genes), la mayoría implicados en la regulación 
intracelular de procesos que facilitan el metabolismo y transporte de los fármacos (el 
listado de todos los genes aparece en el apartado 1 de la sección de Anexo I - Me-
todología suplementaria).  

Su metodología se basa en la utilización de molecular inversion probes (MIP), molé-
culas de ADN de única cadena, que contienen dos regiones complementarias a las 
regiones de ADN que flanquean el SNP, lo que permite una amplificación precisa de 
la región de interés. La detección del alelo se realiza mediante oligonucleótidos ale-
lo-específicos y la lectura de la fluorescencia se puede hacer tanto en el GeneChipTM 
Scanner 3000 como el GeneChipTM Scanner 3000Dx v.2 (Affimetrix). Debido a que 
en nuestro laboratorio no disponíamos de ninguno de estos dos equipos, el estudio 
piloto se llevó a cabo mediante la colaboración del grupo “Unidad de Expresión 
Tecnología Affymetrix” del Hospital Clínico Universitario de Santiago de Compos-
tela. Allí se realizó toda la parte experimental (siguiendo el protocolo descrito por 
el fabricante [154]. Posteriormente, en nuestro laboratorio se analizaron los datos 
crudos del genotipado (asignación de alelos) mediante el programa DMET Console 
Analysis Software.  
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4.2. Estudio de extensión: 96.96 Dynamic ArrayTM integrated fluidic cir-

cuit (IFC) with SNP Type Assays (Fluidigm, cat. no. PN BMK-M-96.96GT) 

Los SNPs significativamente relacionados con la respuesta a imatinib obtenidos en 
el estudio piloto, se analizaron mediante la tecnología de los SNPtype Assays de 
Fluidigm en un mayor número de pacientes; esta tecnología permite la detección de 
SNPs de manera relativamente rápida, reduciendo el coste económico y la cantidad 
de muestra necesaria, así como aumentando su reproducibilidad. Las sondas (assays) 
SNPtype se basan en la química de detección por PCR a punto final alelo-específica, 
y constan de 3 primers diferentes: a) allele-specific primer 1 (ASP1), marcado con 
FAM, b) allele-specific primer 2 (ASP2), marcado con HEX y c) locus-specific primer 
(LSP). En cada reacción se utiliza una sonda universal, lo que produce una fluores-
cencia uniforme a la vez que permite reducir los costes del procedimiento (para la 
descripción gráfica de la tecnología SNPtype Assays, ver apartado 2, Anexos I - Me-
todología suplementaria). 

Uno de los chips disponibles en esta plataforma permite analizar 96 SNPs diferentes 
en 96 muestras de ADN (96.96 Dynamic ArrayTM IFC), realizando un total de 9.216 
reacciones de manera simultánea. Este formato de chip ha sido usado en la presente 
Tesis Doctoral. 

El proceso se llevó a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante (SNP Genotyping 
analysis user guide, Fluidigm, PN 68000098 Q1), con la colaboración de la unidad 
de Plataformas del Institut Josep Carreras. En el Módulo 1 (página 81) se resume 
el protocolo utilizado para este estudio, así como los reactivos necesarios en cada 
uno de los pasos. 

Según instrucciones del fabricante y para obtener mejores resultados, todas las 
muestras de ADN se pre-amplificaron previamente usando los specific target am-
plification (STA) primers. La concentración mínima de partida fue de 10ng/μL. Todas 
las muestras pre-amplificadas fueron analizadas por triplicado, con el objetivo de 
verificar la reproducibilidad de la técnica y obtener unos resultados más precisos.

Finalmente, el análisis de la lectura de los chips se llevó a cabo utilizando el Genoty-
ping Analysis Software de Fluidigm. 
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5. Análisis de los datos obtenidos

5.1. Estadísticos descriptivos e incidencias acumuladas

Las características clínicas y biológicas de los pacientes fueron descritas como fre-
cuencias y porcentajes para las variables categóricas y como mediana y extremos 
para las variables cuantitativas. La comparación de variables continuas entre diferen-
tes grupos se llevó a cabo mediante los tests de Mann Whitney U o Kruskal-Wallis, 
mientras que la comparación de variables categóricas se hizo mediante el test de Chi 
cuadrado o el test exacto de Fisher, en caso necesario. Se calcularon las incidencias 
acumuladas de RMM para los SNPs significativos en el estudio de extensión y se re-
presentaron gráficamente mediante curvas Kaplan-Meier. Se utilizó el software SPSS 
versión 24.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) y el software R para estos análisis.

5.2. Análisis de asociación mediante herramientas bioinformáticas 

El análisis bioinformático de los datos obtenidos tanto en el estudio piloto como en 
el estudio de extensión se llevó a cabo mediante el software libre R, utilizando el 
paquete SNPassoc [155].

Se realizó un análisis de asociación caso-control para los dos estudios (estudio pilo-
to y estudio de extensión), con el objetivo de encontrar una posible correlación entre 
los SNPs analizados y la respuesta al tratamiento con imatinib. No obstante, previo 
al análisis de asociación, los datos genéticos obtenidos en el genotipado fueron so-
metidos a un procedimiento de control de calidad estándar; primero, se calcularon 
las frecuencias genotípicas para cada SNPs y el % de valores nulos (missing) para 
cada genotipo. Se descartaron los SNPs monomórficos (un único genotipo en toda 
la población de estudio) y se seleccionaron únicamente aquellos con una tasa de ge-
notipado del 95% (es decir, que el 95% de los pacientes tuviesen información de ge-
notipo para cada SNP). Posteriormente, se calculó el equilibrio de Hardy-Weinberg 
(Hardy-Weinberg equilibrium, HWE). El HWE en la población valora, para cada SNP, 
la diferencia entre la distribución observada de genotipos y su distribución esperada 
en función de las frecuencias génicas. Dicha diferencia se evalúa mediante un test 
de Chi cuadrado o test exacto de Fisher. Dado que un SNP dentro de una población 
puede no estar en equilibrio por diferentes motivos (como consecuencia de la propia 
enfermedad, entre otros), en este trabajo, las variantes con p-valor HWE <0,05 (esto 
es, que no están en equilibrio) y que resultaron estadísticamente significativas en el 
estudio de asociación se tuvieron en cuenta para la posterior interpretación de los 
resultados. 

Para el análisis de asociación se evaluaron, en cada uno de los SNPs, las diferencias 
en frecuencia de genotipos entre casos y controles, mediante un test de regresión  

MATERIAL Y MÉTODOS

https://www.zotero.org/google-docs/?m5H8Fx


| 80 |

lineal donde se obtuvieron las razones de probabilidades (odd ratios, OR). A pesar 
de que este tipo de análisis podría verse afectado negativamente por el hecho de 
que el número de marcadores genéticos a analizar es mucho mayor que el de indivi-
duos (como es el caso de este trabajo y de la mayoría de estudios genéticos de este 
tipo), el paquete SNPassoc permite el análisis de un solo marcador cada vez, evitan-
do así un posible error estadístico. Para testar la asociación alélica de cada SNP con 
la variable de interés (respuesta a imatinib), se construye una tabla de contingencia 
para las frecuencias alélicas, donde cada celda es el número de veces que aparece 
un determinado alelo en los casos o en los controles. Todos los análisis fueron reali-
zados asumiendo diferentes modelos genéticos, ya que el modelo de herencia era 
desconocido. Para la selección del mejor modelo de herencia se utilizó la prueba de 
razón de verosimilitud (likelihood ratio test) o el test exacto de Fisher, complementa-
do con el criterio de información de Akaïke (AIC).

Para añadir mayor potencia estadística, en el estudio de extensión se realizaron un 
conjunto de análisis adicionales: por un lado, se utilizó la metodología estadística 
llamada “validación cruzada”. En este caso, la cohorte total se dividió en 5 grupos 
iguales de manera aleatoria y el análisis de asociación entre los polimorfismos y la 
respuesta a imatinib se realizó 5 veces (análisis A, B, C, D y E), siempre dejando fuera 
uno de los grupos. 

Además, se realizó un análisis de asociación por permutaciones. En este tipo de 
análisis, se emplea una asignación aleatoria de los sujetos (población de estudio) 
bien en el grupo de casos, o bien en el grupo de controles. Por ello, todos los pa-
cientes son tratados de la misma manera (no hay casos y controles asignados previa-
mente), ya que la asignación del carácter distintivo se hace de manera aleatoria en 
cada una de las iteraciones del test de permutaciones. En este estudio, el análisis se 
realizó para la cohorte entera, sin dividir por grupos, y se aplicaron un total de 10.000 

iteraciones. 

Finalmente, se analizaron los posibles haplotipos1 mediante la herramienta Haplo-
view [156] y se estudió la asociación con la respuesta a imatinib. 

Para todos los análisis se consideró significación estadística si p-valor <0,05. 

(1) Haplotipo: conjunto de variaciones en el ADN (polimorfismos como SNPs o inserciones/deleciones), adyacentes 
entre ellos en el mismo locus y con tendencia a heredarse de manera conjunta.
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SNPtype
Assay Mix 

Protocolo de genotipado de SNP mediante la tecnología de Fluidigm (SNPtype)
1. Pre-amplificación de todas las muestras (specific target amplification, STA)

2. Preparación de las mezclas de los ensayos (Assay Mix Solution)

Protocolo de termociclador: 

Primero se prepara la mezcla de los primers STA y LSP para cada ensayo (10X STA Primer Pool)  
en una placa de 96 pocillos:

Preparación de la mezcla de pre-amplificación:

10X STA
Primer Pool 

Reactivo Fabricante (cat. no.) Volumen total (μl)

100 μM SNPtype Assay STA primer Fluidigm (ASY-GT) 2 (x 96 = 192 total)

100 μM SNPtype Assay LSP primer Fluidigm (ASY-GT) 2 (x 96 = 192 total)

DNA suspension buffer
(10mM Tris, pH 8.0, 0.1 mM EDTA) TEKnova (T02211) 16

95ºC 15 min.

95ºC 15 seg.
14 ciclos

60ºC 4 min.

Reactivo Fabricante (cat. no.) Volumen / muestra (μl)

Qiagen 2X Multiplex PCR MM Qiagen (206143) 2,5

PCR-certified water NA 0,75

10X SNPtype STA Primer Pool NA 0,5

ADN muestra NA 1,25

TOTAL 5

En una placa de 96 pocillos se mezclan los primers ASP1/ASP2 + LSP y el buffer (SNPtype assay mix) 

Se prepara la pre-mix (Assay pre-mix) y se añaden 4μl de ésta en cada uno de los pocillos. 
Posteriormente se añade 1μl de la SNPtype assay mix preparada anteriormente.

Reactivo Fabricante (cat. no.) Volumen (μl)

100 μM SNPtype Assay ASP1/ASP2
(1 para cada SNP analizado) Fluidigm (ASY-GT) 3

100 μM SNPtype Assay LSP primer 
(1 para cada SNP analizado) Fluidigm (ASY-GT) 8

DNA suspension buffer
(10mM Tris, pH 8.0, 0.1 mM EDTA) TEKnova (T02211) 29

Reactivo Fabricante (cat. no.) Volumen/muestra (μl)

2X Assay Loading Reagent Fluidigm (85000736) 2,5

PCR-certified water NA 1,5

SNPtype Assay Mix  NA 1

TOTAL 5

Assay
pre-mix

MÓDULO 1
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Se prepara la pre-mix para las muestras (sample pre-mix) y se añaden 3,5μl en cada uno de los 
pocillos de una placa de 96. Posteriormente, se añaden 2,5μl del ADN pre-amplificado en el 
paso 1.   

Reactivo Fabricante (cat. no.) Volumen / muestra (μl)

Biotium 2X Fast Probe Master Biotium (31005) 3

20X SNPtype 
Sample Loading Reagent Fluidigm (100-3425) 0,3

60X SNPtype Reagent Fluidigm (100-3402) 0,1

ROX Life Tech. (12223-012) 0,036

PCR-certified water NA 0,064

ADN pre-amplificado (STA) NA 2,5

TOTAL 6

3. Preparación de las muestras (Sample Mix Solution)

4. Preparación de los 96.96 Dynamic ArrayTM IFC

5. Protocolo de PCR en BioMarkTM HD System y visualización de los datos  
en el Genotyping analysis software

Sample
pre-mix

Previo a su uso, el chip IFC debe ser preparado para la posterior transferencia de las muestras y 
ensayos (priming step). Para ello se añade el líquido de control y se introduce en el IFC Contro-
ller MX. Este proceso dura 20 minutos.

A continuación, se procede a pipetear 4μl de la Assay Mix Solution y 5μl de la Sample Mix 
Solution en los pocillos correspondientes (a cada lado del chip) según la siguiente imagen:

Una vez cargadas las muestras y los ensayos, se vuelve a introducir el chip en el IFC Controller MX,  
donde ambos se mezclan dentro del sistema de nanofluídica presente en el centro del chip.

For technical support visit fluidigm.com/support
EMAIL United States and other countries not in Europe or Asia techsupport@fluidigm.com | Europe techsupporteurope@fluidigm.com | Asia techsupportasia@fluidigm.com

PHONE United States (toll-free) +1 866 358 4354 | Europe +33 1 60 92 42 40 | Japan +81 3 3662 2150 | China +86 21 3255 8368 | All other countries +1 650 266 6100

96.96 IFC Pipetting Map

Load the IFC

IMPORTANT
• Vortex thoroughly and centrifuge all assay and sample 

solutions before pipetting them into IFC inlets. Failure to do 
so may result in a decrease in data quality.

• While pipetting, do not go past the first stop on the pipette. 
Doing so may introduce air bubbles into inlets.

• For unused assay inlets, use 4.0 μL of assay pre-mix and 
1.0 μL of water per inlet.

• For unused sample inlets, use 3.5 μL of sample pre-mix and 
2.5 μL of water per inlet. 

1 When the prime script has finished, remove the primed IFC from 
the instrument and pipet 4 μL of each assay and 5 μL of each 
sample into the respective inlets on the IFC (for the pipetting 
scheme, see the SNP Trace™ Panel User Guide (PN 100-7282). 

2 Return the IFC to the instrument and run the load script 
according to operation:

IMPORTANT Start the IFC run within 1 hour after loading the 
samples and assays.

Thermal-Cycle the 96.96 IFC
Choose the instrument and run the script:

For more information about thermal cycling using FC1 cycler, 
see the FC1 Cycler Usage Quick Reference (PN 100-1250).

Collect Data
1 Double-click the Data Collection icon on the desktop.

2 Click Start a New Run.

3 Ensure that the status indicators for the lamp (Biomark and EP1 
only) and the camera are green.

4 Remove debris from the top of the IFC with clear tape.

5 Place the IFC into the instrument. Click Load.

6 Verify IFC barcode and IFC type.

7 Choose project settings (if applicable), then click Next.

8 Provide a name and select a file storage location for a new IFC 
run, or browse to select a predefined run file. Click Next.

9 Choose the application and reference: Genotyping and ROX.

10 Select probe types: SNPtype-FAM and SNPtype-HEX. 

11 Click Next.

12 Browse to and choose a thermal protocol: 
• Biomark HD or Biomark for end-point read only 

(after cycling on Juno or FC1), select GT End Point v1.
• Biomark HD (fast) for thermal cycling and imaging, 

select SNPtype 96.96 v1.
• Biomark HD or Biomark (standard) for thermal cycling and 

imaging, select SNPtype E 96.96 v1.
• EP1, continue to the next step.

13 Confirm Auto Exposure is selected. Click Next.

14 Verify the IFC run information. Click Start Run.

Instrument Operation Run Script Continue to

Juno One-step loading 
and thermal cycling

One Step 96.96 “Collect 
Data”

Juno Loading only Load Mix 96.96 
GT

“Thermal-
Cycle the 
96.96 IFC”

HX Loading only Load Mix (138x) 
(High-precision:
139x)

“Thermal-
Cycle the 
96.96 IFC”

A1
1 2 3 4 5 6

7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18

19 20 21 22 23 24

25 26 27 28 29 30

31 32 33 34 35 36

37 38 39 40 41 42

43 44 45 46 47 48

49 50 51 52 53 54

55 56 57 58 59 60

61 62 63 64 65 66

73 74 75 76 77 78

79 80 81 82 83 84

85 86 87 88 89 90

91 92 93 94 95 96

67 68 69 70 71 72

1 2 3 4 5 6

7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18

19 20 21 22 23 24

25 26 27 28 29 30

31 32 33 34 35 36

37 38 39 40 41 42

43 44 45 46 47 48

49 50 51 52 53 54

55 56 57 58 59 60

61 62 63 64 65 66

73 74 75 76 77 78

79 80 81 82 83 84

85 86 87 88 89 90

91 92 93 94 95 96

67 68 69 70 71 72

Assay inlets Sample inlets

Instrument Operation Run Script

Juno One-step 
loading and PCR

—

Juno PCR only SNP Type tab: PCR 96.96

FC1 cycler PCR only SNPtype 96X96 v1.pcl

Biomark HD
or Biomark

PCR 
and imaging

Continue to “Collect Data” and 
select SNPtype 96.96 v1 
or SNPtype E 96.96 v1

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures. 

Information in this publication is subject to change without notice. Use standard laboratory safety protocols. Safety data sheet information fluidigm.com/sds Patent and license 
information fluidigm.com/legalnotices EU's WEEE directive information fluidigm.com/compliance | Fluidigm, the Fluidigm logo, Biomark, Dynamic Array, EP1, FC1, Juno, SNP 
Trace, and SNP Type are trademarks or registered trademarks of Fluidigm Corporation in the United States and/or other countries. All other trademarks are the sole property of 
their respective owners. © 2015 Fluidigm Corporation. All rights reserved. 03/2015
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TRABAJO II
La influencia de la longitud de los telómeros 
al diagnóstico en la obtención de la respuesta 
molecular profunda con imatinib 

1. Pacientes y diseño del estudio
El Trabajo II es un estudio retrospectivo en el que se incluyeron un total de 96 pa-
cientes diagnosticados de LMC en FC entre los años 2004 y 2016, deI ICO-Badalo-
na, ICO-Hospitalet e ICO-Girona. 

Todos los pacientes fueron tratados con imatinib en primera línea. Se excluyeron 
los pacientes con intolerancia/toxicidad a imatinib así como los pacientes con mu-
taciones en el dominio quinasa de ABL1 o ACAs. Para este trabajo fue necesaria la 
obtención de muestras de ADN provenientes de muestras de SP o MO en el mo-
mento del diagnóstico. 

Se incluyeron, además, 107 muestras de SP de donantes sanos para la corrección 
de la LT por la edad. Las muestras anonimizadas se obtuvieron del Laboratorio de 
análisis clínicos (core) del HUGTiP y el ADN se obtuvo de sangre total. En cada placa 
de PCR se incluyeron 2 muestras de ADN de cordón umbilical del Banc de Sang i 
Teixits que se usaron como controles de telómeros largos, y 2 muestras de ADN 
de pacientes con anemia de Fanconi, usadas como controles de telómeros cortos.  
Finalmente, se utilizó una muestra de ADN de SP de un donante sano para generar 
la recta patrón de la técnica de cuantificación por PCR (explicado en detalle más 
adelante).

Se obtuvo el consentimiento informado debidamente firmado de todos los pacien-
tes incluidos en el estudio. Todos los procedimientos fueron realizados de acuerdo 
con los protocolos internos del laboratorio y autorizados por el Comité Ético de 

Investigación Clínica del HUGTiP.

2. Procesamiento de las muestras, extracción del ADN 
y cuantificación
El procesamiento inicial de las muestras y la extracción del ADN se llevó a cabo de 
la misma manera en que se ha descrito anteriormente en el Trabajo I (Apartados 2 
y 3). Brevemente, primero se realizó la lisis eritrocitaria de las muestras de SP o MO 
mediante el tampón TLE y una vez obtenido el pellet leucocitario, se realizó la ex-
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tracción del ADN mediante el robot QIACube® (Qiagen, cat. no. 9002864) usando 
el QIAmp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, cat. no. 51106). En este caso, se utilizó el 
espectrofotómetro NanoDropTM 2000 (ThermoFisher, cat. no. ND-2000) para cuanti-
ficar el ADN obtenido. 

3. Determinación de la longitud de los telómeros mediante  
monochrome multiplex qPCR

El análisis de la LT de las muestras de pacientes con LMC, las muestras de donantes 
sanos y los controles de telómeros largos y cortos se realizó mediante la técnica de 
monochrome multiplex qPCR (MM-qPCR), descrita por Cawthon et al. en 2009 
[157]. La peculiaridad de la MM-qPCR es que, a diferencia de la PCR convencional, 
permite la detección del número de copias relativas de 2 secuencias de ADN dife-
rentes en una única reacción de PCR y utilizando un único marcador de fluorescencia 
(en este caso, se ha utilizado SYBR Green, un compuesto fluorescente que se une a 
la molécula de ADN). Esto es posible gracias al diseño de los pares de primers para 
cada una de las secuencias diana; éstos están diseñados para producir amplicones 
pequeños, pero añadiendo una cola de -GC- en ambos lados del segundo ampli-
cón (el menos abundante), lo que permite aumentar considerablemente su tempe-
ratura de fusión (en inglés, melting temperature, Tm). De esta manera, la señal de 
fluorescencia proveniente del primer amplicón se detecta en los primeros ciclos de 
PCR, antes de que la señal del segundo amplicón (que tiene una Tm superior) sea 
detectada. En el momento de detección del segundo amplicón, la temperatura es 
suficientemente alta y el primer amplicón no puede interferir en la señal de fluores-
cencia (Figura 10). 

La MM-qPCR es especialmente interesante en los casos en que se tiene una secuen-
cia diana abundante (elevado número de copias) y otra secuencia diana con menor 
número de copias (por ejemplo, un gen de única copia). En la Tabla 8 se muestra el 
diseño de los pares de primers usados en el Trabajo II para la amplificación de la re-
gión telomérica y para la región que codifica el gen de la beta-globina (gen de única 
copia usado en este trabajo). 
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Figura 10. Esquema del perfil de ciclos de la MM-qPCR, donde se describen cada una de las etapas. Los 
círculos verdes representan el momento en el que se adquiere la señal de fluorescencia. Imagen adaptada 

de Hsieh AYY et al. 2016 [158].

Tabla 8. Secuencia de los primers usados para la determinación de la LT mediante MM-qPCR.

Etapa 1

1 ciclo 1 ciclo2 ciclos 32 ciclos

Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4

Activación de 
la polimerasa

Curva de
melting

95ºC, 15 min
94ºC, 15 s 94ºC, 15 s

62ºC, 10 s

= adquisición señal

74ºC, 15 s

84ºC, 10 s
88ºC, 15 s

49ºC, 15 s

Separación de 
la doble hebra 
del DNA

Separación de 
la doble hebra 
del DNA

Adquisición de la 
segunda señal de 

fluorescencia a 88ºC 
(beta-globina)

Disociación del produc-
to de  amplificación de 
la región telomérica

Los primers Telg, 
Hbgu y Hbgd se unen y 
amplifican la secuencia 

de DNA diana

Los primers Telg + Telc se 
unen a los amplicones 
generados en la etapa 2.
Los primers Hbgu + Hbgd 
al DNA diana

Todos los primers amplifican
la secuencia y se adquiere la 
primera señal de 
fluorescencia a 74ºC 
(telómeros)

0

20

40

60

80

100

Región telómeros

Primer Secuencia Tamaño

Tel g 5’-ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTAGTGT-3’
79 bp

Tel c 5’-TGTTAGGTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTAACA-3’

Región gen de única copia (beta-globina)

Primer Secuencia Tamaño

Hbg u 5’-cggcggcgggcggcgcgggctgggcggCTTCATCCACGTTCACCTTG-3’
106 bp

Hbg d 5’-gcccggcccgccgcgcccgtcccgccgGAGGAGAAGTCTGCCGTT-3’

La región en negrita de los primers de la beta-globina representa la cola de GC no complementaria, 
la cual permiten aumentar la temperatura de fusión de este amplicón

https://www.zotero.org/google-docs/?flBCGH
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El Módulo 2 (página 88) describe el protocolo de laboratorio paso a paso y los reac-
tivos utilizados para la determinación de la LT en los pacientes con LMC, los donan-
tes sanos y los controles positivos (tanto de telómeros cortos como largos) incluídos 
en el Trabajo II. Todas las muestras de ADN fueron analizadas por triplicado y se usó 
el valor medio para todos los análisis. El protocolo de termociclador y la detección 
de la fluorescencia en los tiempos y temperaturas indicados (Módulo 2) se llevó a 
cabo en el equipo CFX384 TouchTM Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, cat. 
no. 1855485).  Se usó el CFX Manager TM software (Bio-Rad) para analizar los datos 
crudos obtenidos en el protocolo de termociclador y para generar las dos rectas 
patrón (una para la señal de los telómeros adquirida a 74ºC y la otra para la señal de 
la beta-globina adquirida a 88ºC). La LT se calculó como la ratio entre el número de 
copias de la secuencia de los telómeros (T) dividido por el número de copias de la 
secuencia correspondiente al gen de única copia, en este caso el gen de la beta-glo-
bina humana (S). Esta ratio fue ajustada por la edad usando los datos obtenidos 
de las muestras de los 107 donantes sanos. El valor obtenido se denominó como 
delta-LT y se refiere a la diferencia entre la LT calculada para cada paciente mediante 
la MM-qPCR (observada) y la LT que le correspondería a cada paciente por su edad 
(esperada, calculada a partir del conjunto de donantes sanos). Cuanto mayor sea el 
valor de delta-LT, mayor diferencia habrá entre la LT observada y la esperada por 
edad y por lo tanto, más cortos serán los telómeros en el momento del análisis (en 
este caso, al diagnóstico de la LMC). Todos los análisis estadísticos posteriores se 
llevaron a cabo usando el valor de delta-LT para cada paciente. 
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4. Análisis estadístico de los datos
Las características clínicas y biológicas de la serie se describieron como frecuencias 
y porcentajes para las variables categóricas y como mediana y extremos para las va-
riables cuantitativas. La comparación de variables continuas entre grupos se llevó a 
cabo mediante el test de la mediana, mientras que para la comparación de variables 
categóricas entre grupos se utilizó el test de Chi-cuadrado o el test exacto de Fisher. 

Al tratarse de un estudio retrospectivo llevado a cabo en la práctica clínica asis-
tencial, con un periodo de seguimiento amplio y con diferentes hitos de respuesta 
durante este periodo, de la misma manera que en otros estudios publicados pre-
viamente [159–161], consideramos apropiado realizar el análisis estadístico de los 
datos considerando una situación con riesgos competitivos. Por lo tanto, se reali-
zaron todos los análisis de asociación entre la respuesta (estudiada como variable 
tiempo-dependiente) y la delta-LT de cada paciente mediante análisis por riesgos 
competitivos. Se consideró como evento principal conseguir la RM (RMM o RMP, 
dependiendo del análisis) y el tiempo desde el inicio de imatinib hasta dicha RM. 
Los pacientes que cambiaron de ITQ o no cambiaron pero murieron sin conseguir 
la RM establecida fueron considerados como eventos competitivos; se consideró el 
tiempo bajo tratamiento con imatinib al comprendido entre el inicio del tratamiento 
y el cambio de ITQ o la fecha de la muerte, respectivamente. Los pacientes vivos 
que no cambiaron de ITQ y que tampoco consiguieron la RM establecida fueron 
considerados como censuras, y se estableció el tiempo bajo tratamiento con imatinib 
al comprendido entre el inicio del tratamiento y la fecha de último control. Se repre-
sentaron gráficamente las estimaciones de las incidencias acumuladas de las RM y se 
realizó un análisis multivariado para la RM utilizando el modelo de Fine & Gray [162].

Se consideró significación estadística si p-valor <0,05. Se utilizó el software SPSS 
versión 24.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) y el software R para todos los análisis. Para 
la elaboración de gráficos y figuras se utilizó el software GraphPad Prism 5. 
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Protocolo de cuantificación relativa de la longitud de los telómeros mediante MM-qPCR

1. Leer la concentración de cada muestra de ADN.

3. Preparación de la Master Mix (MM):

4. Repartir 19 μl de la MM en cada uno de los pocillos de una placa de 96.

5. Añadir 6 μl/pocillo del ADN de cada muestra, previamente diluido.

6. Introducir la placa en el equipo de qPCR a tiempo real y realizar el programa de termocicla-
dor descrito a continuación: 

2. Ajustar la concentración del ADN a 0,8333 ng/μl (5 ng de ADN en 6 μl de volumen total).

Reactivo Cat. no. Concentración
de trabajo

Volumen 
[μl/muestra]

H20 Sigma W4502 2,32

MgCl Applied Biosystems 4311806 (kit) 25mM 3,00

10 x Buffer Applied Biosystems 4311806 (kit) 10x 2,5

Betain Sigma B0300 5M 5,00

dNTP mix bioline BIO-39028 1 mM 5,00

Primer Tel g Invitrogen Custom DNA oligos 100pmol/μl 0,15

Primer Tel c Invitrogen Custom DNA oligos 100pmol/μl 0,15

Primer Hbg d Invitrogen Custom DNA oligos 100pmol/μl 0,15

Primer Hbg u Invitrogen Custom DNA oligos 100pmol/μl 0,15

DTT Sigma 43816 0,1M 0,25

Sybr Green Lumiprobe 51010 0,19

Gold Taq Applied Biosystems 4311806 (kit) 0,14

95ºC 15 min.

94ºC 15 seg.
2 ciclos

49ºC 15 seg.

94ºC 15 seg.

32 ciclos

62ºC 10 seg.

74ºC 15 seg.

84ºC 10 seg.

88ºC 15 seg.

MÓDULO 2
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TRABAJO III
Parámetros clínicos y biológicos predictivos 
de recaída post-discontinuación del ITQ

1. Pacientes y diseño del estudio
En el Trabajo III se incluyeron un total de 56 pacientes procedentes de 3 centros 
(ICO-Badalona, ICO-Girona e ICO-Hospitalet). Tal y como se ha mencionado en la 
sección de la Introducción (apartado 3.9.2), nuestro grupo lideró la elaboración del 
protocolo clínico-biológico de suspensión del ITQ dentro del ICO y hospitales co-
marcales asociados. El primer protocolo elaborado y aprobado (marzo 2018) tenía 
como principal criterio de inclusión el haber recibido imatinib durante un mínimo de 
8 años y presentar una RM4.5 mantenida durante mínimo 2 años previo a la suspen-
sión del ITQ. En mayo de 2019 se realizó una enmienda para incorporar también a 
los pacientes tratados con ITQs-2G (Figura 7, Introducción, apartado 3.9.2). De los 
56 pacientes incluídos en este trabajo, 37 iniciaron la suspensión del tratamiento de 
forma prospectiva una vez aprobado el primer protocolo. Los 19 pacientes restantes 
suspendieron el tratamiento antes de la aprobación del protocolo y por lo tanto fue-
ron tratados como pacientes retrospectivos. 

El Trabajo III, además de incluir el análisis de variables clínicas implicadas en la recaí-
da post-discontinuación, también incluye 3 subestudios biológicos: 1) el análisis de 
los transcritos BCR-ABL1 mediante PCR digital, 2) el estudio de la subpoblación de 
células madre Side Population y 3) el análisis del perfil inmunológico de las células 
Natural Killer. 

El criterio principal de clasificación de los pacientes en el Trabajo III fue la pérdida 
de RMM post-discontinuación.

Se obtuvo el consentimiento informado debidamente firmado de todos los pacien-
tes incluidos en el estudio (y un consentimiento específico para la realización del 
aspirado de MO, prueba considerada no asistencial). Todos los procedimientos se 
realizaron de acuerdo con los protocolos internos del laboratorio y autorizados por 

el Comité Ético de Investigación Clínica del HUGTiP.
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2. Metodología empleada en cada uno de los subestudios 
biológicos 

2.1. Determinación de los transcritos de BCR-ABL1 mediante PCR digital

Para este subestudio del Trabajo III fue necesaria la utilización de muestras tanto 
retrospectivas como prospectivas. La Figura 11 muestra los tiempos en los que se 
analizaron las muestras; en los pacientes que mantuvieron la RLT se analizaron hasta 
un total de 7 muestras (4 previas a la discontinuación, 1 en el momento de la discon-
tinuación y 2 post-discontinuación). En los pacientes que perdieron la RMM (recaída) 
se siguió el mismo protocolo hasta el momento de la discontinuación y se analizaron 
todas las muestras post-suspensión disponibles previas al momento de la recaída. 

Figura 11. Esquema de los tiempos de análisis de las muestras en la parte retrospectiva (en gris) y pros-
pectiva (verde y rojo). En cuatro pacientes no fue posible el análisis en todos los tiempos retrospectivos 
porqué no se disponía de la muestra. En aquellos pacientes que presentaron recaída (en amarillo, n=8) se 
analizaron todas las muestras post-suspensión y previas a la recaída disponibles. 

DISCONTINUACIÓN

24 meses 18 meses 12 meses  6 meses  3 meses  6 meses

PRE
discontinuación

POST
discontinuación

¿RECAÍDA?
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2.1.1. Extracción de ARN manual y síntesis de ADN complementario (ADNc)

Para este estudio, fue necesaria la obtención de ARN de muestras de SP total. 
Primero se llevó a cabo la lisis eritrocitaria de las muestras de SP tal y como se ha 
descrito anteriormente en los Trabajos I y II. En este caso, una vez obtenido el pellet 
leucocitario, se resuspendió en 1mL TRIzol® (ThermoFisher, cat. no. 15596018) y se 
guardó en el congelador a -20ºC hasta su posterior uso. 

El proceso de extracción del ARN se realizó de manera manual y se resume de ma-
nera abreviada a continuación: 1) añadir 200μL de cloroformo  (ITW Reagens, cat. no. 
131252.1611) por cada 1 mL de TRIzol®. 2) Agitar durante 15 segundos e incubar 
en hielo durante 5 minutos. 3) Centrifugar durante 10 minutos a 11400 rpm a 4ºC, 
donde aparecen dos fases. 4) Recoger la fase superior, que es la que contiene el ARN 
(la inferior contiene ADN y proteínas), y transferirlo a un nuevo eppendorf de 1,5 mL. 
5) Añadir 500μL de isopropanol  (ITW Reagens, cat. no. 211090.1211) por cada 1mL 
de TRIzol®. 6) Mezclar e incubar en hielo durante 10 minutos. Posteriormente cen-
trifugar a 11400 rpm y a 4ºC durante 10 minutos. 7) Descartar sobrenadante y hacer 
dos lavados con 1 mL etanol al 75%  (Sigma-Aldrich, cat. no. 1.00983). 8) Centrifugar 
a 8900 rpm y a 4ªC durante 5 minutos. 9) Dejar secar las muestras durante 10-30 
minutos sin dejar que se deshidraten y finalmente resuspender el pellet con 30μL de 
H2O Nuclease-Free (Sigma-Aldrich, cat.no. W4502). 

Una vez obtenido el ARN, se procedió a la síntesis de ADNc mediante la retrotrans-
cripción de 1μg de ARN, utilizando la transcriptasa inversa M-MLV (Invitrogen, cat. 
no. 28025013), random hexamer primers (Invitrogen, cat no 48190018) y siguiendo 
el protocolo del fabricante (Invitrogen Doc. Part No. 28025.PPS). Brevemente, se 
mezclan 2μL de random hexamer primers, 2μL de dNTP, 1 μg de RNA, se ajusta el 
volumen a 12μL con H2O Nuclease-Free (Sigma-Aldrich, cat.no. W4502) y se calienta 
a 65ºC durante 5 minutos. A esta mezcla se añaden 4μL de Buffer 5X, 2μL de DTT 
(Sigma, cat. no. 43816) y 1μL de RNase OUT (40U/μL). Se mezcla todo bien y se ca-
lienta a 37ºC durante 2 minutos. Finalmente, se añade 1μL de M-MLV y se calienta 
primero a 25ºC 10 minutos, después a 37ºC durante 50 minutos y finalmente a 70ºC 
durante 15 minutos. Con este protocolo, el volumen final de elución fue de 20μL 
para obtener una concentración de ADNc de 50ng/μL. 

2.1.2. Protocolo de PCR digital 

El mecanismo principal de la dPCR consiste en dividir la muestra de ADN, ADNc 
o ARN en miles de pocillos, de tal manera que idealmente sólo caigan una o dos 
moléculas de ADN/ADNc/ARN en cada pocillo; en ellos, se da la reacción de PCR 
de forma individualizada, de una manera similar a la PCR convencional, y se realiza 
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una detección a punto final. Se utilizan sondas con química TaqMan, marcadas con 
un fluorocromo, que son específicas para la secuencia diana. Algunos de los pocillos 
pueden contener la molécula diana mientras que otros no. Solo cuando la molécula 
diana está presente en la reacción, se emite una señal fluorescente (señal positiva). 
Posteriormente, en el análisis de la dPCR, la fracción de reacciones negativas (po-
cillos sin la molécula diana) se utiliza para obtener un valor absoluto del número de 
moléculas/secuencias diana total presentes en la muestra, sin la necesidad de gene-
rar una recta patrón ni de utilizar controles endógenos. 

En este trabajo se ha utilizado la tecnología de dPCR basada en los chips de nanofluí-
dica QuantStudioTM 3D Digital PCR 20K chip (ThermoFisher, cat. no. A26316), que 
poseen un total de 20.000 pocillos o reacciones donde se divide la muestra de ADN, 
ADNc o ARN (Figura 12).

Figura 12. Esquema del procedimiento general de la QuantStudioTM 3D digital PCR.

Debido a que la tecnología de la dPCR es relativamente nueva, no existe ningún pro-
tocolo estandarizado para la detección de los transcritos de BCR-ABL1 en la LMC. 
Por este motivo, una parte fundamental de este trabajo fue la puesta a punto de la 
técnica, con el objetivo de obtener la mayor sensibilidad y reproducibilidad posibles 
para las muestras analizadas. Después de varias pruebas siguiendo diferentes dise-
ños experimentales, se optó por utilizar un protocolo similar al recientemente publi-
cado por la Dra. Bernardi y cols. [163]. De esta manera, el protocolo final utilizado 
para todas las muestras fue el descrito en el Módulo 3 (página 94). 

Preparación Reacción de PCR Análisis softwareDistribución

Reacción positivaDistribución de la mues-
tra en los 20.000 pocillos 

del chip

Cuantificación absoluta 
del número de secuencias 

diana en la muestra

ADNc
+ Master Mix

+ sonda BCR-ABL1 Reacción negativa
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Todas las muestras del mismo paciente se analizaron por duplicado (dos chips para 
cada muestra) y en el mismo protocolo de termociclador, usando la misma Master 
Mix (MM) e incluyendo siempre un control negativo (no template control, NTC) y 
un control positivo (muestra de un paciente con ratio BCR-ABL1/ABL1(IS) próxima a 
0,2% analizado por qPCR). Además, para la puesta a punto de la técnica, se utilizaron 
muestras de 11 controles sanos con el objetivo de determinar el límite de detección 
(LD) de la técnica.

Una vez finalizado el protocolo de termociclador, se determinó la fluorescencia de 
los chips mediante el QuantStudio 3D dPCR Instrument (ThermoFisher, cat. no. 
4489084), del que se obtiene el archivo necesario para luego analizarlo con el sof-
tware QuantStudio 3D AnalysisSuite Cloud. Del análisis con este programa se ob-
tiene el número total de pocillos viables en los que ha caído muestra, las copias de 
BCR-ABL1/μL en cada uno de los chips (usando el factor de corrección del modelo 
de Poisson para aquellos pocillos con >1 copia de la secuencia diana) y el intervalo 
de confianza para cada caso. También se puede ajustar manualmente el umbral de 
positividad y eliminar todos los outliers. 

Una vez obtenido el número de copias de BCR-ABL1/μL mediante dPCR, se compa-
ró con los valores de la ratio de BCR-ABL1/ABL1 obtenidos mediante qPCR (este 
protocolo se describe en el apartado 3, Anexos I - Metodología suplementaria, y es 
el utilizado de manera asistencial para todos los pacientes de LMC incluídos en la 
presente Tesis Doctoral). 
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Protocolo de determinación de los transcritos BCR-ABL1 mediante dPCR

1. Preparación de la Master Mix (MM):

2. Repartir 14,9μl de la MM en tantos eppendorfs como muestras queramos analizar.

3. Añadir 1,1μl del ADNc (concentración: 50ng/μl) de cada muestra en el eppendorf con la MM 
correspondiente. Para el control negativo (NTC), añadir 1,1μl de Nuclease-free H2O adicionales.

6. Realizar el siguiente programa de termociclador: 

5. Una vez tenemos todos los chips listos (1 chip = 1 muestra), se introducen en el termociclador 
GeneAmp 9700 (ThermoFisher, cat. no.4339386) y se utiliza una base especial para este termo-
ciclador (ThermoFisher, cat. no. 4486414) que permite inclinar el equipo y evitar que cualquier 
posible burbuja de líquido de inmersión dentro del chip interfiera en la reacción de PCR. 

4.  Con la ayuda del QuantStudioTM 3D dPCR Chip Loader (ThermoFisher, cat. no.4482592), repartir 
14,5μl del ADNc+MM en el chip de dPCR, añadir líquido de inmersión hasta cubirlo todo y sellar. 
Guardar el chip protegido de la luz mientras cargamos el resto de chips.

Reactivo Fabricante (cat. no.) Volumen 
[μl/muestra]

QuantStudioTM 3D dPCR 
Master Mix v2 ThermoFisher A26358 8

Sonda BCR-ABL1 (20X) IDT 10417980 0,8

Nuclease-free H2O Sigma W4502 6,1

95ºC 8 seg.

95ºC 15 seg.
45 ciclos

60ºC 1 min.

60ºC 2 min.

23ºC

7. Una vez finalizado el programa de termociclador, leer la fluorescencia de los chips con  
el QuantStudio 3D dPCR Instrument (ThermoFisher, cat. no. 4489084) y analizar los datos  
con el software QuantStudio 3D AnalysisSuite Cloud.

MÓDULO 3
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2.2. Análisis y cuantificación de la Side Population mediante 
citómica funcional

El análisis de las células SPop en los pacientes con LMC que discontinuaron el tra-
tamiento es un subestudio prospectivo que se llevó a cabo en el momento de la 
discontinuación y a los 6 meses post-discontinuación (en el caso de los pacientes en 
RLT) o en el momento de la recaída (en los pacientes que perdieron la RMM). Para 
este estudio fue necesaria la obtención de muestras de MO en contenedores de 
3 mL con el anticoagulante heparina-litio. Además, en todos los pacientes y para 
ambos momentos del estudio, se criopreservó una muestra de MO para futuros 
estudios. 

El análisis de la SPop se realizó siguiendo el protocolo descrito por Petriz en el año 
2013 [164], y consiste en un estudio funcional mediante citometría de flujo multi-
paramétrica que permite la detección de células altamente resistentes a la quimio-
terapia. Este ensayo se basa en la capacidad que tienen determinadas células de 
expulsar de su interior sustratos fluorescentes (como el marcador de ácidos nucleicos 
DCV o Hoechst 33342) o fármacos antineoplásicos, debido a la elevada expresión 
del transportador multidroga ABCG2. Esto permite detectarlas mediante citometría 
de flujo dado el patrón característico en el que aparecen (Figura 13-A). Este patrón 
se debe a una diferencia de concentraciones intracelulares de dicho marcador, como 
se puede ver en la Figura 13-B. Las células que aparecen en la región inferior de la 
zona correspondiente a la SPop presentan una elevada expresión de ABCG2 por lo 
que expulsan el marcador DCV de manera constante y la concentración de éste en el 
interior celular es muy baja. Estas células SPop son células poco diferenciadas y muy 
quiescentes. En cambio, a medida que subimos por la región marcada, se observan 
células con disminución gradual en la expresión de ABCG2 (a pesar de ser ésta mu-
cho más elevada que la del resto de tipos celulares) por lo que el marcador DCV se 
retiene en el interior celular en mayor concentración y es por esto que la emisión de 
fluorescencia para DCV-azul y DCV-rojo aumenta.

Para este tipo de análisis funcionales, es indispensable preservar la muestra en con-
diciones lo más similares posibles a las fisiológicas. De este modo, el tiempo de 
obtención y análisis debe ser el mínimo posible. En el caso concreto del análisis de 
la SPop, no pueden transcurrir más de 3 horas desde la extracción de la muestra 
hasta su análisis. Esto complica la logística de este tipo de estudios y es por ello que 
en el caso concreto de este subestudio, no se pudieron analizar todos los pacientes 
incluidos en el Protocolo ICO de Discontinuación, sinó únicamente las muestras pro-
cedentes de nuestro centro (ICO-Badalona). 

MATERIAL Y MÉTODOS
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Figura 13. Ejemplo representativo de la imagen obtenida mediante citometría de flujo en el estudio de la 
SPop. La línea azul corresponde a las células de la SPop (A). Representación esquemática de las diferentes 
concentraciones intracelulares del compuesto Hoechst 33342 a lo largo de la región de la SPop (B). 

Para este proyecto se utilizó el citómetro de flujo de enfoque acústico Attune™ 
NxT: Invitrogen™ Attune™ NxT (Thermo Fisher Scientific, cat. no. A24858). Además 
de cuantificar la SPop, se analizó también el inmunofenotipo de estas células utilizan-
do anticuerpos anti-CD34, anti-CD38 y anti-CD26. Para el protocolo detallado de de-
tección de la SPop y análisis de inmunofenotipo, ver el Módulo 4 (página siguiente).

Todos los archivos obtenidos a partir de la adquisición de muestras en el citómetro 
de flujo se analizaron utilizando el software FlowJo versión 10.5.3 (Tree Star, Inc.). 
Este programa permite determinar el número de eventos adquiridos, el porcentaje 
de eventos, la concentración de eventos por microlitro de muestra adquirida, inten-
sidad de fluorescencia y desviación estándar robusta de la mediana de la intensidad 
de la fluorescencia. También permiten realizar las compensaciones electrónicas de 
los espectros de emisión necesarias pre- y post-adquisición. Se analizaron los archi-
vos seleccionando las células de interés mediante la creación de las regiones apro-
piadas con la ayuda de los contour plots, y una vez delimitadas estas regiones, se 

pudieron obtener los parámetros mencionados anteriormente. 
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MÓDULO 4
Protocolo de detección de células de la Side Population y análisis del inmunofenotipo 
mediante citometría de flujo

LISTA DE REACTIVOS utilizados para la detección de la Side Population:

Medio cultivo Side Population: 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) High Glucose WITH L-Glutamine / WITHOUT Sodium 
Pyruvate (Cat. n: L0102-500), supplementado con:
2% suero bovino fetal; Fetal Bovine Serum (FBS) (Biowest, cat. no. S181B-500)
1 mM Hepes; Hepes 99,5% (Sigma-Aldrich® cat. no. H3375)

Buffer Side Population: 
Hanks’ Balanced Salt Solution (1x) (HBSS), w/o Ca & Mg, w/o Phenol Red (Capricorn Scientific 
GmbH, cat no. HBSS-2A), suplementado con:
2% suero bovino fetal; Fetal Bovine Serum (FBS) (Biowest, cat. no. S181B-500)
1 mM Hepes; Hepes 99,5% (Sigma-Aldrich® cat. no. H3375)

Solución de lisis con cloruro de amonio (10x): 
Agua destilada
1,5 M NH4Cl; Ammonium Chloride (Sigma-Aldrich® cat. no. A9434)
100 mM NaHCO3; Sodium bicarbonate (Sigma-Aldrich® cat. no. S5761)
1 mM C10H14N2Na2O8; EDTA, disodium salt (Calbiochem cat. no. 324503)
Preparada a pH=7,4 (ajustado con 1 N HCl y 1 N NaOH)

Marcadores de ácidos nucleicos:
Vybrant™ DyeCycle™ Violet (DCV) Stain (Invitrogen™ Molecular Probes™, cat no. V35003)
7-aminoactinomycin D (7-AAD) (Invitrogen™ Molecular Probes™, cat. no. A1310)

Anticuerpos monoclonales:
Anti-Human PE-CD34, clon 581 (Invitrogen™, cat. no. CD34-581-04)
Anti-Human PE-Cy-5-CD38, clon HIT2 (eBioscience™, cat. no. 15-0389-42)
Anti-Human APC-CD26, clon BA5b (Invitrogen™, cat. no. MA1-10158)
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7. En un falcon de 50 mL, añadir un total de 10x106 células en un volumen final de 10mL de medio 
de cultivo Side Population. 

MARCAJE ESPECÍFICO PARA LA SIDE POPULATION:

8. Añadir 20μl de Vybrant™ DyeCycle™ Violet (DCV) Stain.

9. Incubar la muestra a 37ºC en baño húmedo durante 2 horas y bien protegido de la luz. Mover el 
falcon por inversión 8-10 veces, cada 15 minutos.

ANÁLISIS DE LA SIDE POPULATION MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO: 

*NOTA IMPORTANTE: a partir de aquí, se debe trabajar lo más rápido posible, siempre protegiendo 
la muestra de la luz y evitando que la temperatura sea superior a los 4-5ºC.

10. Después de la incubación, centrifugar la muestra durante 10 minutos a 1500 rpm. 

11. Descartar el SN y añadir 2mL de buffer Side Population. Mantener en la nevera si no se procede 
al análisis de inmediato. 

12. Analizar 1 mL de la muestra por citometría de flujo. 

MARCAJE CON ANTICUERPOS (INMUNOFENOTIPO): 

13. En un nuevo eppendorf, añadir 200μl de la muestra restante (106 células). 

14. Añadir 5μl de cada uno de los anticuerpos anti-CD34, anti-CD38 y anti-CD26.

15. Incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz. 

16. Después de la incubación, añadir 800μl de buffer Side Population y analizar por citometría de flujo.

1. Lisis eritrocitaria: añadir 9 mL de solución de lisis con cloruro de amonio por cada 1mL de la 
muestra de médula ósea (obtenida en contenedores con heparina-litio).

2. Incubar durante 10 minutos a Tª ambiente.

3. Centrifugar durante 10 minutos a 1500 rpm.

4. Descartar sobrenedante (SN) y resuspender el pellet en 1 mL de HBSS. Microcentrífuga 10 segun-
dos y de nuevo descartar SN. 

5. Resuspender el pellet con 1 mL de medio de cultivo Side Population. 

6. Recuento celular en el citómetro mediante marcaje con 7-AAD. 

LISIS Y RECUENTO CELULAR:

PROCEDIMIENTO
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2.3. Análisis y cuantificación de las células Natural Killer mediante 
citometría de flujo

El análisis del inmunofenotipo correspondiente a las células NK es un subestudio 
prospectivo que se realizó en el momento de la discontinuación y en el momento 
de la recaída o tras 6 meses si el paciente mantuvo la RLT (n=15). En aquellos pa-
cientes que redujeron la dosis del ITQ previamente a la discontinuación (estrategia 
DESTINY-like, n=3), este análisis se realizó, además, en el momento de la reducción 
de dosis. Para este estudio, se incluyeron un total de 10 muestras de SP procedentes 

de donantes sanos, como controles. 

Se utilizó muestra de SP total tanto de los pacientes como de los controles sanos. La 
muestra se analizó dentro de las 6 primeras horas post-extracción, mediante citome-
tría de flujo multiparamétrica. El protocolo de laboratorio, así como la batería de an-
ticuerpos utilizados, está resumido en el Módulo 5 (página siguiente). La adquisición 
de los eventos se llevó a cabo en el citómetro de flujo Navios EX (Beckman Coulter, 
cat. no. B83535) y para el posterior análisis se utilizó el programa Kaluza analysis 
software (Beckman Coulter, cat. no. A84175). 
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Antígeno Fluorocromo Clon Isotipo Fabricante Nº catálogo

CD57 FITC NC1 IgM Ratón Beckman 
Coulter B49188

CD56 PE N901 IgG1 Ratón Beckman 
Coulter A07788

CD3 ECD UCHT1 IgG1 Ratón Beckman 
Coulter IM2705U

CD16 PC7 3G8 IgG1 Ratón Beckman 
Coulter 6607118

CD2 APC 39C1.5 IgG2a Rata Beckman 
Coulter A07743

CD45 KrO J33 IgG1 Ratón Beckman 
Coulter B36294

MÓDULO 5
Protocolo de análisis del inmunofenotipo de las células Natural Killer

1. En un tubo de polipropileno, se añaden 5μl de cada uno de los anticuerpos monoclonales de 
superfície (ver Tabla Módulo 5). 

2. Añadir 50μl de sangre periférica total a una concentración aproximada de 1000 células/μl. 

3. Mezclar todo utilizando vórtex. 

4. Incubar la muestra durante 15-20 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz.

5. Añadir 250μl de solución de lisis Optilyse C (Beckman Coulter, cat. no. 11894) y agitar con vórtex.

6. Incubar la muestra durante 10 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz.

7. Centrifugar a 1500rpm durante 5 minutos.

8. Decantar el sobrenedante (SN) y resuspender con 3mL de PBS FACSFLOW 
(Becton Dickinson, cat. no. BD342003). 

9. Centrifugar a 1500rpm durante 5 minutos.

10. Decantar el sobrenedante (SN) y resuspender con 500μl de PBS FACSFLOW (Becton Dickinson, 
cat. no. BD342003).

11. Agitar con vórtex y adquirir muestra en el citómetro de flujo (adquisición mínima de 20.000 eventos).

Tabla Módulo 5. Anticuerpos utilizados para el análisis de las células NK.
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3. Análisis estadístico de los datos 
Para el análisis de las variables clínicas relacionadas con la RLT se utilizó una meto-
dología similar a la descrita en el Trabajo II. En el análisis descriptivo, las caracterís-
ticas clínicas y biológicas de la serie se describieron como frecuencias y porcentajes 
para las variables categóricas y como medianas y extremos para las variables cuan-
titativas. 

La estimación de la RLT se llevó a cabo mediante el método Kaplan-Meier y se de-
finió como el tiempo desde la discontinuación del ITQ hasta la fecha de reintroduc-
ción del tratamiento por pérdida de RMM o la fecha de última visita en caso de que 
el paciente no presentase pérdida de RMM y continuase sin tratamiento. La inciden-
cia de la recaída post-discontinuación se calculó mediante la función de incidencias 
acumuladas considerando la variable recaída como tiempo-dependiente en una si-
tuación con riesgos competitivos. Se consideró como evento principal la pérdida de 
RMM post-discontinuación y el tiempo desde la suspensión del tratamiento hasta la 
fecha de la recaída. La muerte estando en como mínimo RMM fue considerada como 
un evento competitivo; se consideró el tiempo desde la suspensión del tratamiento 
hasta la fecha de la muerte. El resto de pacientes vivos que no reiniciaron el ITQ en 
ningún momento fueron considerados como censuras, y el tiempo de estudio  fue el 
tiempo desde la suspensión del ITQ hasta el último control. 

El análisis univariado de los factores predictores de recaída molecular post-discon-
tinuación se llevó a cabo mediante el modelo de Fine & Gray para riesgos compe-
titivos.

Se consideró significación estadística si p-valor <0,05. Se utilizó el software SPSS 
versión 24.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) y el software R para todos los análisis. Para 
la elaboración de gráficos y figuras se utilizó el software GraphPad Prism 5. 

El análisis de los resultados obtenidos en los subestudios biológicos se llevó a cabo 
mediante el test no paramétrico Wilcoxon (en el caso de muestras pareadas), el 
test Mann-Whitney (para muestras independientes) o el test one-way ANOVA y el 
método Tukey para comparaciones múltiples entre las variables continuas de los 
diferentes grupos.   
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TRABAJO I
Detección de SNPs en genes implicados 
en el metabolismo y transporte de fármacos 
y relacionados con la respuesta a imatinib 

Diseño del estudio

Figura 14. Diagrama de flujo que describe el criterio de selección de los marcadores genéticos. LMC-
FC: leucemia mieloide crónica en fase crónica. ADME: absorción, distribución, metabolización y elimina-
ción. MAF: minor allele frequency. 

Cohorte exploratoria (estudio piloto): 
45 pacientes con LMC-FC

DMET array (Affimetrix):
1936 SNPs en 231 genes ADME

Excluído: 
a) variantes monomórficas
b) tasa genotipado <95%

c) MAF <10%
Análisis con: 840 SNPs

76 SNPs significativamente asociados 
con la respuesta a imatinib

en la cohorte exploratoria (p<0,05)

Cohorte final (estudio de extensión): 
137 pacientes con LMC-FC

96.96 Dyamic Array IFC (Fluidigm)

Excluído: variantes con 
tasa genotipado <95% 

Análisis con: 70 SNPs

RESULTADOS
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1. Estudio piloto 

1.1. Características de los pacientes incluidos en el estudio piloto

En esta primera parte del Trabajo I se seleccionó una cohorte inicial de 45 pacientes 
de raza caucásica diagnosticados de LMC entre los años 2005 y 2009, en 3 hospitales 
catalanes (ICO-Badalona, ICO-Hospitalet, ICO-Girona). La mediana de edad de los 
pacientes al diagnóstico fue de 52 años (extremos 19-73 años). De los 45 pacientes, 
21 (46,7%) eran mujeres y 24 (53,3%) hombres. Todos los pacientes recibieron ima-
tinib en primera línea a dosis de 400 mg/día. Ningún paciente presentó mutaciones 
en el gen ABL1 ni ACAs.  

La respuesta a imatinib fue evaluada a los 3, 6, y 12 meses, siguiendo las recomen-
daciones de la ELN 2013. 

La clasificación de los pacientes para el estudio de asociación caso-control, se llevó 
a cabo de la siguiente manera: 

· Casos (no-respondedores) = pacientes que no obtuvieron 
la RMM con imatinib a los 12 meses

· Controles (respondedores) = pacientes que sí obtuvieron la 
RMM con imatinib a los 12 meses

Del total de pacientes incluidos en la cohorte inicial, 17 (38%) consiguieron la RMM a 
los 12 meses de tratamiento (controles), mientras que 28 (62%) no lo lograron (casos). 

1.2. Polimorfismos significativos en el análisis de asociación 
para la cohorte del estudio piloto 

En la cohorte exploratoria del estudio piloto (n=45), se estudiaron un total de 1936 
SNPs presentes en 231 genes ADME. De los 1936 SNPs genotipados, 840 SNPs 
pasaron el control de calidad estándar y fueron incluidos en el análisis de asociación 
caso-control. Del total de SNPs analizados, se seleccionaron únicamente aquellos 
con un p-valor <0,05. Finalmente, 76 SNPs en 51 genes diferentes fueron seleccio-
nados para su posterior validación en una cohorte independiente con mayor número 
de pacientes (Tabla 9). 

RESULTADOS



| 105 |

ID dbSNP Gen 
(símbolo)

Gen 
(nombre)

Clasificación
ADME Consecuencia

rs1134095 CYP11B1 Cytochrome P450 family 11 subfamily B member 1 Enzima de fase I Variante 3’UTR

rs11770903 PON3 Paraoxonase 3 Otros Variante upstream

rs13959 ALDH1A1 Aldehyde dehydrogenase 1 family member A1 Enzima de fase II Variante sinónima

rs2501870 NR1I3 Nuclear receptor subfamily 1 group I member 3 Otros Variante sinónima

rs3787537 SLCO4A1 Solute carrier organic anion transporter family member 4A1 Transportador Variante intrónica

rs492338 ABCG1 ATP binding cassette subfamily G member 1 Transportador Variante intrónica

rs6783962 CHST13 Carbohydrate sulfotransferase 13 Enzima de fase II Variante intrónica

rs7662029 UGT2B7 UDP glucuronosyltransferase family 2 member B7 Enzima de fase II Variante upstream

rs1062033 CYP19A1 Cytochrome P450 family 19 subfamily A member 1 Enzima de fase I Variante intrónica

rs10509681 CYP2C8 Cytochrome P450 family 2 subfamily C member 8 Enzima de fase I Variante missense

rs1135840 CYP2D6 Cytochrome P450 family 2 subfamily D member 6 Enzima de fase I Variante missense

rs11807 GSTM5 Glutathione S-transferase mu 5 Enzima de fase II Variante 3’UTR

rs1402467 SULT1C4 Sulfotransferase family 1C member 4 Enzima de fase II Variante missense

rs2762934 CYP24A1 Cytochrome P450 family 24 subfamily A member 1 Enzima de fase I Variante 3’UTR

rs4148304 UGT2A1 UDP glucuronosyltransferase family 2 member A2 Enzima de fase II Variante missense

rs7003319 CYP11B1 Cytochrome P450 family 11 subfamily B member 1 Enzima de fase I Variante 3’UTR

rs4925 GSTO1 Glutathione S-transferase omega 1 Enzima de fase II Variante missense

rs7668258 UGT2B7 UDP glucuronosyltransferase family 2 member B7 Enzima de fase II Variante upstream

rs2274405 ABCC4 ATP binding cassette subfamily C member 4 Transportador Variante sinónima

rs1138541 SLCO5A1 Solute carrier organic transporter family member 5A1 Transportador Variante 3’UTR

rs1202283 ABCB4 ATP binding cassette subfamily B member 4 Transportador Variante sinónima

rs1530031 CHST10 Carbohydrate sulfotransferase 10 Enzima de fase II Variante 3’UTR

rs2274406 ABCC4 ATP binding cassette subfamily C member 4 Transportador Variante missense

rs28360521 CYP2D6 Cytochrome P450 family 2 subfamily D member 6 Enzima de fase I Variante intrónica

rs4543 CYP11B2 Cytochrome P450 family 11 subfamily B member 2 Enzima de fase I Variante sinónima

rs4934027 MAT1A Methionine adenosyltransferase 1A Otros Variante intrónica

rs700519 CYP19A1 Cytochrome P450 family 19 subfamily A member 1 Enzima de fase I Variante missense

rs8050894 VKORC1 Vitamin K epoxide reductase complex subunit 1 Otros Variante intrónica

rs1065852 CYP2D6 Cytochrome P450 family 2 subfamily D member 6 Enzima de fase I Variante missense

rs11568591 ABCC3 ATP binding cassette subfamily C member 3 Transportador Variante missense

rs1229984 ADH1B Alcohol dehydrogenase 1B (class I), beta polypeptide Enzima de fase II Variante missense

rs1604741 SULT1B1 Sulfotransferase family 1B member 1 Enzima de fase II Variante intrónica

rs2276299 SLC22A8 Solute carrier family 22 member 8 Transportador Variante sinónima

rs2884737 VKORC1 Vitamin K epoxide reductase complex subunit 1 Otros Variante intrónica

rs495714 ABCB11 ATP binding cassette subfamily B member 11 Transportador Variante intrónica

rs2242046 SLC28A1 Solute carrier family 28 member 1 Transportador Variante missense

rs1395 SLC5A6 Solute carrier family 5 member 6 Transportador Variante missense

rs11764079 PON3 Paraoxonase 3 Otros Variante upstream

UTR: untranslated region

Tabla 9. Polimorfismos significativos del análisis de asociación con la respuesta a imatinib obtenidos en 
el estudio piloto (cohorte exploratoria) e incluidos en el estudio de extensión. 



Tabla 9 (continuación). Polimorfismos significativos del análisis de asociación con la respuesta a imati-
nib obtenidos en el estudio piloto (cohorte exploratoria) e incluidos en el estudio de extensión.  

ID dbSNP Gen 
(símbolo)

Gen 
(nombre)

Clasificación
ADME Consecuencia

rs743616 ARSA Arylsulfatase A Otros Variante intrónica

rs742350 FMO1 Flavin containing dimethylaniline monoxygenase 1 Enzima de fase II Variante sinónima

rs8192879 CYP7A1 Cytochrome P450 family 7 subfamily A member 1 Enzima de fase I Variante 3’UTR

rs3100 UGT2B15 UDP glucuronosyltransferase family 2 member B15 Enzima de fase II Variante 3’UTR

rs2292334 SLC22A3 Solute carrier family 22 member 3 Transportador Variante sinónima

rs17685 POR Cytochrome p450 oxidoreductase Otros Variante 3’UTR

rs12960 SPG7 SPG7 matrix AAA peptidase subunit, paraplegin Otros Variante missense

rs11572080 CYP2C8 Cytochrome P450 family 2 subfamily C member 8 Enzima de fase I Variante missense

rs1080983 CYP2D6 Cytochrome P450 family 2 subfamily D member 6 Enzima de fase I Variante upstream

rs628031 SLC22A1 Solute carrier family 22 member 1 Transportador Variante missense

rs496550 ABCB11 ATP binding cassette subfamily B member 11 Transportador Variante 3’UTR

rs895729 CHST1 Carbohydrate sulfotransferase 1 Enzima de fase II Variante intrónica

rs4646 CYP19A1 Cytochrome P450 family 19 subfamily A member 1 Enzima de fase I Variante 3’UTR

rs316019 SLC22A2 Solute carrier family 22 member 2 Transportador Variante missense

rs2297322 SLC15A1 Solute carrier family 15 member 1 Transportador Variante missense

rs1801246 ATP7B ATPase copper transporting beta Transportador Variante sinónima

rs1296954 GSTM5 Glutathione S-transferase mu 5 Enzima de fase II Variante 5’UTR

rs11584174 NR1I3 Nuclear receptor subfamily 1 group I member 3 Otros Variante sinónima

rs1080985 CYP2D6 Cytochrome P450 family 2 subfamily D member 6 Enzima de fase I Variante upstream

rs13226149 PON3 Paraoxonase 3 Otros Variante sinónima

rs9934438 VKORC1 Vitamin K epoxide reductase complex subunit 1 Otros Variante intrónica

rs7438284 UGT2B7 UDP glucuronosyltransferase family 2 member B7 Enzima de fase II Variante sinónima

rs497692 ABCB11 ATP binding cassette subfamily B member 11 Transportador Variante sinónima

rs4679028 SLC22A14 Solute carrier family 22 member 14 Transportador Variante intrónica

rs324420 FAAH Fatty acid amide hydrolase Otros Variante missense

rs2359612 VKORC1 Vitamin K epoxide reductase complex subunit 1 Otros Variante intrónica

rs212090 ABCC1 ATP binding cassette subfamily C member 1 Transportador Variante 3’UTR

rs11731028 SULT1B1 Sulfotransferase family 1B member 1 Enzima de fase II Variante intrónica

rs1109407 SLCO2B1 Solute carrier organic transporter family member 2B1 Transportador Variante sinónima

rs2242416 SLC22A7 Solute carrier family 22 member 7 Transportador Variante downstream

rs7439366 UGT2B7 UDP glucuronosyltransferase family 2 member B7 Enzima de fase II Variante missense

rs5303 CYP11B1 Cytochrome P450 family 11 subfamily B member 1 Enzima de fase I Variante 3’UTR

rs4683739 CHST2 Carbohydrate sulfotransferase 2 Enzima de fase II Variante upstream

rs3775770 SULT1E1 Sulfotransferase family 1E member 1 Enzima de fase II Variante intrónica

rs2479390 GSTM5 Glutathione S-transferase mu 5 Enzima de fase II Variante intrónica

rs1126692 FMO1 Flavin containing dimethylaniline monoxygenase 1 Enzima de fase II Variante sinónima

rs750398 CHST1 Carbohydrate sulfotransferase 1 Enzima de fase II Variante sinónima

rs4736312 CYP11B1 Cytochrome P450 family 11 subfamily B member 1 Enzima de fase I Variante 3’UTR

UTR: untranslated region | 106 |
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2. Estudio de extensión para el análisis de la asociación entre 
SNPs en genes ADME y la respuesta al tratamiento con imatinib 

2.1. Características de los pacientes incluidos en el estudio 
de extensión

Los SNPs significativamente asociados con la respuesta a imatinib en el estudio pilo-
to se estudiaron en un total de 137 pacientes de raza caucásica, procedentes de 6 
hospitales (ICO-Badalona, ICO-Hospitalet, ICO-Girona, ICO-Tarragona, Hospital de 
Granollers y Hospital Morales Meseguer de Murcia), diagnosticados entre los años 
2000 y 2015. 

Los principales criterios de inclusión fueron: 1) duración del tratamiento igual o su-
perior a los 6 meses, para poder evaluar la respuesta, 2) ausencia de disminución de 
dosis por toxicidad, 3) buena adherencia al tratamiento y 4) ausencia de mutaciones 
en el gen ABL1 y/o ausencia de ACA.  

Las principales características demográficas, clínicas y parámetros hematológicos es-
tán resumidos en la Tabla 10. La mediana de edad de los pacientes al diagnóstico fue 
de 52 años (extremos 23-86 años). De los 137 pacientes, 57 (42%) eran mujeres y 80 
(58%) hombres. Todos los pacientes fueron diagnosticados en FC de la enfermedad y 
recibieron imatinib en primera línea a dosis de 400 mg/día, durante una mediana de 
78 meses (extremos 6-208 meses). La mediana de seguimiento de los pacientes fue 
de 9,5 años (extremos 1,2 - 18,8 años). El 48% de los pacientes con Sokal evaluable 
eran de bajo riesgo, el 37% de riesgo intermedio y el 15% de riesgo alto. Respecto 
al índice ELTS, de los pacientes evaluables, el 63% fueron de bajo riesgo, el 27% de 
riesgo intermedio y el 10% de riesgo alto. Quince pacientes (11%) fallecieron duran-
te el periodo de seguimiento.

RESULTADOS



| 108 |

Tabla 10. Características clínicas de los pacientes incluidos en el estudio de extensión.

La clasificación de los pacientes en casos y controles, se realizó aplicando los si-
guientes criterios:

Casos (no-respondedores): pacientes que presentaron fracaso al tratamiento 
con imatinib teniendo en cuenta las recomendaciones de la ELN del 2013 (ver 
la definición de fracaso en el recuadro rojo de la Tabla 4, apartado Introducción, 
página 45) y que motivó un cambio de ITQ o a un aumento de dosis. 

Controles (respondedores): pacientes con respuesta óptima (ver recuadro 
verde de la Tabla 4, apartado Introducción, página 45) a imatinib. Los pacientes 
con criterios de alarma (misma tabla, recuadro amarillo) fueron incluidos en el 
grupo de respondedores si el clínico no realizó ningún cambio de ITQ ni un 
aumento de dosis de imatinib. Todos los pacientes incluidos en este grupo 
consiguieron la RMM.  

Un total de 37 (27%) pacientes fueron considerados como casos (no-respondedores) 
mientras que 100 (73%) pacientes fueron considerados como controles (responde-
dores).

Características clínicas
Serie Total

n=137

Mediana de edad al diagnóstico, años (extremos) 52 (23-86)

Sexo

Femenino, n (%) 57 (42)

Masculino, n (%) 80 (58)

Sokal, n (%)

Bajo 61/127 (48)

Intermedio 47/127 (37)

Alto 19/127 (15)

ELTS, n (%)

Bajo 53/84 (63)

Intermedio 23/84 (27)

Alto 8/84 (10)

Duración tratamiento imatinib, meses (extremos) 78 (6-208)

Mediana de seguimiento, años (extremos) 9,5 (1,2-18,8)

Exitus, n (%) 15 (11)

RESULTADOS



| 109 |

2.2. Análisis de asociación de los polimorfismos con la respuesta a imati-
nib para toda la cohorte de pacientes del estudio principal

Previo al análisis de asociación, se realizó el control de calidad estándar de los 76 
SNPs genotipados. Seis de los SNPs (rs743616, rs11770903, rs2884737, rs17685, 
rs12960, rs13226149) fueron eliminados del análisis por tener una tasa de genotipa-
do inferior al 95%. Finalmente, el análisis de asociación se llevó a cabo con 70 SNPs, 
mediante el paquete SNPassoc del software R, donde se evaluó la influencia de los 
70 SNPs seleccionados en la respuesta a imatinib. 

Tabla 11. SNPs estadísticamente significativos (p<0,05) en el análisis de asociación caso-con-
trol para toda la cohorte de pacientes del estudio de extensión. Para cada SNP, se muestra el 
mejor modelo de herencia, los genotipos asociados y las frecuencias genotípicas para cada 
grupo de pacientes (casos vs. controles).

 

En la Tabla 11 se muestran los polimorfismos estadísticamente significativos (p<0,05) 
obtenidos en el análisis de asociación con la respuesta a imatinib. 

Para el polimorfismo rs492338 localizado en el gen del transportador ABCG1, se 
encontró una correlación estadísticamente significativa con la respuesta a imatinib 
bajo el modelo de herencia aditivo: el 73% y el 85% de los pacientes con genotipos 
C/T y C/C, respectivamente, obtuvieron la RMM frente al 61% de los pacientes con 
genotipo T/T (OR [IC95%]: 0,54 [0,31 - 0,92], p=0,021).

Gen dbSNP ID Mejor modelo
de herenciaa Genotipo N casosb (%) / N controlesc (%) OR (IC95%) p

ABCG1 rs492338 Log-aditivo
0: T/T
1: C/T
2: C/C

16 (39) / 25 (61)
16 (27) / 43 (73)
5 (15) / 28 (85)

0,54 (0,31 - 0,92) 0,021

ABCB11 rs496550 Log-aditivo
0: G/G
1: A/G
2: A/A

15 (38) / 24 (62)
19 (26) / 55 (74)
3 (13) / 20 (87)

0,51 (0,28 - 0,94) 0,027

ABCB11 rs497692 Log-aditivo
0: G/G
1: A/G
2: A/A

15 (38) / 25 (62)
18 (25) / 53 (75)
3 (13) / 21 (87)

0,51 (0,28 - 0,94) 0,027

CYP2D6 rs1135840d Log-aditivo
0: C/C
1: C/G
2: G/G

12 (22) / 43 (78)
12 (24) / 39 (76)
13 (46) / 15 (54)

1,70 (1,03 - 2,82) 0,037

CYP11B1 rs7003319 Dominante C/C
A/C - A/A

11 (19) / 48 (81)
26 (34) / 51 (66) 2,32 (1,02 - 5,25) 0,038

MAT1A rs4934027 Dominante C/C
C/T - T/T

31 (36) / 55(64)
6 (12) / 43 (88) 0,25 (0,1 - 0,65) 0,002

SLC22A1 rs628031 Recesivo G/G - A/G
A/A

30 (24) / 94 (76)
7 (58) / 5 (42) 4,52 (1,33 - 15,43) 0,015

a: según el criterio de información de Akaïke (AIC)
b: no-respondedores a imatinib
c: respondedores a imatinib
d: este SNP no cumple el HWE (p<0,05) pero resulta relevante en el contexto de la LMC

RESULTADOS
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Dos polimorfismos en otro miembro de la familia de genes del transportador ABC, 
el gen ABCB11, mostraron una asociación con la obtención de la RMM con imatinib 
bajo el modelo de herencia aditivo: el hecho de ser portador de 1 o 2 copias del ale-
lo A (el de menor frecuencia) para los SNPs rs496550 y rs497692, parece predisponer 
a una mayor tasa de obtención de la RMM, ya que del total de pacientes con genoti-
po A/A para ambos SNPs, el 87% logró la RMM. Se observaron datos similares en los 
pacientes con genotipo heterocigoto (A/G), ya que el 74-75% de estos consiguieron 
la RMM, mientras que únicamente el 62% de los pacientes con genotipo G/G logra-
ron esta respuesta (OR [IC95%]: 0,51 [0,28 - 0,94], p=0,027). Para ambos SNPs, se 
observó que las frecuencias genotípicas entre casos y controles fueron prácticamen-
te iguales, lo que nos llevó a sospechar una posible herencia conjunta (estudiado con 
detalle en el apartado 2.6, página 117). 

Dos polimorfismos en distintos genes de la familia del citocromo P450 se asociaron 
significativamente con la respuesta a imatinib: por un lado, para el polimorfismo 
rs1135840, ubicado en el gen CYP2D6, se observó que el 46% de los pacientes 
portadores de 2 copias del alelo G presentó fracaso a imatinib (OR [IC95%]: 1,7 [1,03 
- 2,82], p=0,037, modelo de herencia aditivo).  Este SNP no cumplió el HWE en nues-
tra cohorte de pacientes pero se incluyó en los resultados finales por su posible rele-
vancia en la LMC. Este hecho se discute con mayor detalle en el apartado de Discu-
sión (página 171). Por otro lado, para el polimorfismo rs7003319 del gen CYP11B1, 
los pacientes portadores de los genotipos A/C y A/A presentaron menores tasas de 
respuesta que los pacientes con genotipo C/C (66% vs. 81%, respectivamente; OR 
[IC95%]: 2,32 [1,02 - 5,25], p=0,038, modelo de herencia dominante). 

Para el polimorfismo rs4934027, ubicado en el gen MAT1A, se observó una asocia-
ción con la respuesta a imatinib bajo el modelo de herencia dominante, ya que el 
88% de los pacientes portadores de los genotipos C/T y T/T obtuvieron la RMM fren-
te al 64% de los pacientes con genotipo C/C (OR [IC95%]: 0,25 [0,1 - 0,65], p=0,002). 

Finalmente, para el polimorfismo rs628031 localizado en el gen del transportador 
SLC22A1, pacientes con ambas copias del alelo A presentaron un mayor riesgo de 
fracaso al tratamiento con imatinib, ya que únicamente el 42% de los pacientes con 
el genotipo A/A consiguieron la RMM, a diferencia del 76% de los pacientes con ge-
notipos G/G y A/G, que sí la consiguieron (OR [IC95%]: 4,52 [1,33 - 15,43], p=0,015, 
modelo recesivo). 

 

 

RESULTADOS
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2.3. Análisis de asociación mediante validación cruzada

Con el objetivo de añadir mayor potencia estadística al estudio, se realizó un análisis 
mediante validación cruzada. En este análisis, el estudio de la asociación entre los po-
limorfismos y la respuesta a imatinib se realizó un total de 5 veces (análisis A, B, C, D y 
E), dividiendo la cohorte de manera aleatoria en 5 grupos de igual tamaño (27-28 pa-
cientes por grupo), y siempre dejando fuera un grupo diferente en cada análisis. De 
esta manera, los 5 análisis se realizaron con un total de 110-111 pacientes con LMC, 
de los cuales 29-30 (26-27%) fueron considerados como no-respondedores (casos).

La Tabla 12 muestra los SNPs significativos (p<0,05) y relacionados con la respuesta a 
imatinib obtenidos en cada uno de los 5 análisis de asociación (A, B, C, D y E). 

Todos los SNPs estadísticamente significativos que se obtuvieron en el análisis de la 
cohorte conjunta (apartado 2.2) fueron también significativos en alguno de los gru-
pos establecidos de manera aleatoria en el análisis mediante validación cruzada. El 
polimorfismo rs4934027 del gen MAT1A fue el único significativo en todos los gru-
pos del análisis de validación. El modelo de herencia de mayor relevancia en todos 
los grupos fue el dominante, igual que lo observado en el análisis con la cohorte to-
tal. De este modo, los pacientes portadores de los genotipos C/T y T/T presentaron 
una mayor tasa de RMM con imatinib. 

En 3 de los 5 grupos de análisis se obtuvieron SNPs significativos dentro de los genes 
de la familia de la enzima citocromo P450: el rs7003319 del gen CYP11B1 (grupo B) 
y el rs1135840 del gen CYP2D6 (grupos C y D). Ambos polimorfismos se asociaron 
con un mayor riesgo de fracaso al tratamiento con imatinib, de la misma manera que 
en el estudio de asociación de la cohorte total (apartado 2.2). 

Cuatro SNPs en dos genes diferentes de la familia de transportadores ABC fueron 
significativos; el rs492338, en el gen ABCG1, fue significativo en 3 de los 5 gru-
pos, observándose una mayor tasa de RMM en aquellos pacientes portadores de 
una o dos copias del alelo recesivo C (modelo aditivo). También los polimorfismos 
rs496550 y rs497692 del gen ABCB11, significativos en 2 de los 5 grupos, favorecían 
la obtención de la RMM en el modelo aditivo. Por último, el rs495714 del mismo gen 
ABCB11 fue significativo en uno de los grupos, a pesar de que no fue significativo en 
el estudio de asociación de toda la cohorte (apartado 2.2). 

Finalmente, el polimorfismo rs628031 del gen SLC22A1 fue significativo en dos de 
los 5 grupos, por el que los portadores de una o dos copias del alelo A obtuvieron 
menores tasas de RMM. 

RESULTADOS



Grupoa Gen dbSNP ID Mejor modelo
de herenciab Genotipo N casosc (%) / N controlesd (%) OR (IC95%) p

A MAT1A rs4934027 Dominante C/C
C/T - T/T

26 (36) / 46 (64)
3 (8) / 34 (92) 0,16 (0,04 - 0,56) 0,001

B CYP11B1 rs7003319 Dominante C/C
C/A - A/A

6 (13) / 39 (87)
24 (36) / 42 (64) 3,71 (1,37 - 10) 0,006

B MAT1A rs4934027 Dominante C/C
C/T - T/T

24 (36) / 43 (64)
6 (14) / 37 (86) 0,29 (0,11 - 0,79) 0,009

C ABCG1 rs492338 Log-aditivo
0: T/T
1: C/T
2: C/C

13 (38) / 21 (62)
12 (27) / 33 (73)
4 (15) / 23 (85)

0,54 (0,3 - 0,99) 0,039

C CYP2D6 rs1135840 Log-aditivo
0: C/C
1: C/G
2: G/G

8 (19) / 33 (81)
9 (21) / 33 (79)
12 (52) / 11 (48)

2,11 (1,18 - 3,79) 0,010

C MAT1A rs4934027 Dominante C/C
C/T - T/T

26 (35) / 48 (65)
3 (9) / 30 (91) 0,18 (0,05 - 0,66) 0,003

C ABCB11 rs495714 Log-aditivo
0: A/A
1: A/G
2: G/G

13 (43) / 17 (57)
14 (24) / 45 (76)
2 (10) / 19 (90)

0,38 (0,19 - 0,77) 0,005

C SLC22A1 rs628031 Log-aditivo
0: G/G
1: A/G
2: A/A

9 (21) / 34 (79)
14 (25) / 42 (75)

6 (67) / 3 (33)
2,14 (1,05 - 4,35) 0,032

C ABCB11 rs496550 Log-aditivo
0: G/G
1: G/A
2: A/A

13 (43) / 17 (57)
15 (25) / 46 (75)

1 (6) / 16 (94)
0,35 (0,17 - 0,74) 0,004

C ABCB11 rs497692 Log-aditivo
0:G/G
1: G/A
2: A/A

13 (42) / 18 (58)
15 (25) / 44 (75)

1 (6) / 17 (94)
0,37 (0,18 - 0,76) 0,004

D ABCG1 rs492338 Log-aditivo
0: T/T
1: C/T
2: C/C

13 (38) / 21 (62)
14 (29) / 35 (71)
3 (13) / 20 (87)

0,53 (0,28 - 0,98) 0,038

D CYP2D6 rs1135840e Log-aditivo
0: C/C
1: C/G
2: G/G

10 (21) / 37 (79)
9 (23) / 30 (77)
11 (50) / 11 (50)

1,86 (1,07 - 3,25) 0,026

D MAT1A rs4934027 Dominante C/C
C/T - T/T

24 (37) / 40 (63)
6 (14) / 37 (86) 0,27 (0,1 - 0,73) 0,006

D ABCB11 rs496550 Log-aditivo
0: G/G
1: A/G
2: A/A

12 (38) / 20 (62)
16 (28) / 41 (72)
2 (11) / 17 (89)

0,51 (0,26 - 0,99) 0,04

D ABCB11 rs497692 Log-aditivo
0: G/G
1: A/G
2: A/A

12 (36) / 21 (64)
15 (28) / 39 (72)
2 (10) / 18 (90)

0,51 (0,26 - 0,99) 0,04

E ABCG1 rs492338 Log-aditivo
0: T/T
1: C/T
2: C/C

14 (48) / 15 (52)
13 (27) / 36 (73)
3 (11) / 24 (89)

0,37 (0,19 - 0,71) 0,002

E MAT1A rs4934027 Dominant C/C
C/T - T/T

24 (36) / 43 (64)
6 (15) / 34 (85) 0,32 (0,12 - 0,86) 0,017

E SLC22A1 rs628031 Log-aditivo
0: G/G
1: A/G
2: A/A

8 (18) / 37 (82)
16 (30) / 37 (70)

6 (60) / 4 (40)
2,44 (1,22 - 4,88) 0,009

a: grupo asignado aleatoriamente para el análisis de validación cruzada
b: según el criterio de información de Akaïke (AIC)
c: no-respondedores (ausencia de RMM)
d: respondedores (presencia de RMM)
e: para el grupo D, el SNP rs1135840 no cumple el HWE (p<0,05) pero resulta relevante en el contexto de la LMC

Tabla 12. Resultados del análisis de validación cruzada para la asociación de SNPs relacionados con 
genes ADME y la respuesta al tratamiento con imatinib.
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2.4. Análisis de asociación mediante test por permutaciones

En estudios de asociación caso-control en los que se incluyen diversos marcadores 
genéticos, como es el caso del presente trabajo, es importante tener en cuenta los 
problemas derivados de las comparaciones múltiples y los errores (error Tipo I o 
también llamado tasa de falsos positivos) que se arrastran a lo largo del proceso 
metodológico. Por este motivo, es de gran relevancia incluir un test que permita 
determinar de manera precisa la significancia de los resultados obtenidos. Existen 
varios enfoques para ello, como sería el test de Bonferroni o el test de Sidak. Aunque 
estos dos tests son una manera sencilla para contrastar el problema de las compara-
ciones múltiples, existe otra metodología considerada como gold-standard: el test 
por permutaciones [165]. Éste consiste en asignar de manera aleatoria las categorías 
“casos” y “controles” a los diferentes individuos (pacientes) en cada una de las ite-
raciones. De esta manera, dependiendo del número de iteraciones establecido, se 
realizarán tantos test de asociación como combinaciones posibles. La limitación prin-
cipal de este tipo de test es que requiere de una elevada capacidad computacional, 
sobretodo si se realizan estudios del genoma completo. En nuestro caso, dado el nú-
mero de SNPs y el tamaño de la muestra, el test por permutaciones fue el escogido 

finalmente para contrastar el problema de comparaciones múltiples. 

La Tabla 13 muestra un total de 9 SNPs estadísticamente significativos en este test 
junto con el modelo de herencia de mayor relevancia. El test de permutación se rea-
lizó con un total de 10.000 iteraciones. Todos los SNPs obtenidos coincidieron con 
los observados en los dos análisis anteriores (apartado 2.2 y 2.3) excepto dos nuevos 

SNPs, el rs4148304 del gen UGT2A1 y el rs1065852 del gen CYP2D6.

RESULTADOS
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Tabla 13. Resultado del análisis de asociación por permutaciones (10.000 iteraciones) en el 
estudio de la respuesta a imatinib. Se indican los modelos de herencia con p-valor significativo 
en el análisis (p<0,05).

2.5. Incidencias acumuladas de RMM para los SNPs estadísticamente 
significativos

A pesar de no ser el objetivo principal de este estudio, se evaluó cómo se comportan 
los SNP estadísticamente significativos obtenidos en los apartados anteriores cuan-
do se estudia la variable RMM como tiempo-dependiente. Para ello, se realizó un 
análisis de las incidencias acumuladas de RMM. En este análisis, 6 pacientes fueron 
excluidos por no disponer de la fecha de obtención de la RMM. En la Tabla 14 se 
muestran los intervalos de confianza (IC95%) de las incidencias acumuladas de RMM 
para cada uno de los SNPs y el p-valor correspondiente. Por otro lado, la Figura 15 
muestra las curvas de incidencia únicamente para los SNPs que mostraron una aso-
ciación estadísticamente significativa al estudiar la RMM incluyendo la variable tiem-
po. En aquellos casos en los que el modelo de herencia significativo es el dominante 
o el recesivo, se muestran las curvas y IC95% tanto para los tres genotipos del SNP 
como para los genotipos reagrupados.

Gen dbSNP ID Modelo
de herencia p-valor

ABCG1 rs492338 Log-aditivo 0,023

CYP2D6 rs1135840 Log-aditivo
Recesivo

0,032
0,016

UGT2A1 rs4148304 Recesivo 0,012

CYP11B1 rs7003319 Dominante 0,047

MAT1A rs4934027 Log-aditivo
Dominante

0,003
0,002

CYP2D6 rs1065852 Recesivo 0,003

SLC22A1 rs628031 Recesivo 0,017

ABCB11 rs496550 Log-aditivo 0,027

ABCB11 rs497692 Log-aditivo 0,027

RESULTADOS
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Tabla 14. Incidencias acumuladas (mediana) e intervalo de confianza (IC95%) para la  
obtención de RMM en cada uno de los SNPs. Se indica el p-valor para cada caso.

Gen dbSNP ID Genotipo Indicencia acumulada
(mediana [IC95%] p-valor

ABCG1 rs492338
T/T
C/T
C/C

58% [42% - 71%]
73% [62% - 81%]
83% [65% - 93%]

0,046

ABCB11 rs496550
G/G
A/G
A/A

62% [47% - 74%]
73% [61% - 81%]
86% [73% - 94%]

0,338

ABCB11 rs497692
G/G
A/G
A/A

62% [47% - 74%]
73% [61% - 81%]
86% [86% - 86%]

0,362

ABCB11 rs495714
G/G
A/G
A/A

81% [67% - 89%]
74% [63% - 83%]
62% [47% - 74%]

0,344

CYP2D6 rs1135840
C/C
C/G
G/G

77% [65% - 85%]
75% [61% - 85%]
52% [34% - 67%]

0,148

CYP11B1 rs7003319
C/C
A/C
A/A

81% [69% - 88%]
66% [54% - 76%]
60% [42% - 74%]

0,179

CYP11B1 rs7003319 
(dominante)

C/C
A/C + A/A

81% [69% - 88%]
64% [54% - 73%] 0,069

MAT1A rs4934027
C/C
C/T
T/T

62% [52% - 70%]
86% [72% - 93%]

100% [100% - 100%]
0,011

MAT1A rs4934027
(dominante)

C/C
C/T + T/T

62% [52% - 70%]
88% [75% - 94%] 0,011

SLC22A1 rs628031
G/G
A/G
A/A

76% [64% - 85%]
73% [61% - 82%]
36% [11% - 63%]

0,119

SLC22A1
rs628031
(recesivo) G/G + A/G

A/A
75% [67% - 81%]
36% [11% - 63%] 0,043

CYP2D6 rs1065852
C/C
C/T
T/T

69% [59% - 77%]
68% [52% - 80%]

100% [100% - 100%]
0,047

CYP2D6
rs1065852
(recesivo) C/C + C/T

T/T
69% [60% - 76%]

100% [100% - 100%] 0,014

UGT2A1 rs4148304
G/G
A/G
A/A

72% [62% - 79%]
80% [69% - 88%]
20% [20% - 20%]

0,209

UGT2A1
rs4148304
(recesivo) G/G + A/G

A/A
74% [66% - 80%]
20% [20% - 20%] 0,124

RESULTADOS
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Figura 15. Representación gráfica (curvas Kaplan-Meier) de las incidencias acumuladas de RMM para los 
SNPs con p-valor significativo. 

0.

0.

0.

0.

0.

0.

0

0

0

0

0

0

0.

0.

0.

0.

0.

0.

2

2

2

2

2

2

0.

0.

0.

0.

0.

0.

4

4

4

4

4

4

0.

0.

0.

0.

0.

0.

6

6

6

6

6

6

0.

0.

0.

0.

0.

0.

8

8

8

8

8

8

1.

1.

1.

1.

1.

1.

0

0

0

0

0

0

T/T (n=38)
C/T (n=59)
C/C (n=30)

In
ci

de
nc

ia
 a

cu
m

ul
ad

a 
de

 R
M

M
In

ci
de

nc
ia

 a
cu

m
ul

ad
a 

de
 R

M
M

In
ci

de
nc

ia
 a

cu
m

ul
ad

a 
de

 R
M

M

In
ci

de
nc

ia
 a

cu
m

ul
ad

a 
de

 R
M

M
In

ci
de

nc
ia

 a
cu

m
ul

ad
a 

de
 R

M
M

In
ci

de
nc

ia
 a

cu
m

ul
ad

a 
de

 R
M

M

Meses desde el inicio de imatinib

Meses desde el inicio de imatinib

Meses desde el inicio de imatinib

Meses desde el inicio de imatinib

Meses desde el inicio de imatinib

Meses desde el inicio de imatinib

p=0,046

p=0,011

p=0,047

p=0,043

p=0,011

p=0,014

rs492338 (ABCG1)(A)

(C)

(E)

(B)

(D)

(F)

rs4934027 (MAT1A1)

rs1065852 (CYP2D6)

rs628031 (SLC22A1) - recesivo

rs4934027 (MAT1A1) - dominante

rs1065852 (CYP2D6) - recesivo

G/G + A/G (n=119)

C/C (n=81)

C/C + C/T (n=118)

C/C (n=81)

C/C (n=74)

A/A (n=11)

C/T + T/T (n=48)

T/T (n=12)

C/T (n=43)

C/T (n=44)

T/T (n=5)

T/T (n=12)

100 120 1400 20 40 60 800 20 40 60 80 100 120 140

100 120 1400 20 40 60 800 20 40 60 80 100 120 140

100 120 1400 20 40 60 800 20 40 60 80 100 120 140



| 117 |

El SNP rs492338 del gen ABCG1 presentó una asociación estadísticamente signifi-
cativa con la incidencia acumulada de RMM al añadir la variable tiempo, ya que la 
mediana de incidencia de RMM en los pacientes portadores del genotipo T/T fue del 
58% frente al 73% y 83% en los pacientes con genotipos C/T y C/C, respectivamente 
(Figura 15-A). 

El SNP rs628031 del gen SLC22A1 únicamente mostró una asociación significativa 
con la incidencia acumulada de RMM bajo el modelo de herencia recesivo (Figura 
15-B). Es importante destacar que el IC95% para el genotipo A/A es bastante amplio 
(11%-63%) y en este grupo únicamente se incluyen 11 pacientes. Aún así, las curvas 
evidencian una clara ventaja de los genotipos G/G y A/G a la hora de conseguir la 
RMM con imatinib. 

En el caso del SNP rs4934027 del gen MAT1A, las incidencias acumuladas de RMM 
mostraron significación estadística tanto para el modelo dominante, como para los 
tres genotipos analizados por separado (Figura 15-C y D). Esto es así porque el grupo 
de pacientes con genotipo T/T tuvo una incidencia acumulada de RMM del 100%. 
Cabe destacar, no obstante, que solamente 5 pacientes presentaban este genotipo. 
Los grupos quedaron mejor equilibrados al estudiar este SNP bajo el modelo de 
herencia dominante. 

Finalmente, el SNP rs1065852 del gen CYP2D6 mostró una asociación significativa 
tanto para el modelo de herencia recesivo como para los tres genotipos analizados 
por separado, igual que en el caso anterior (Figura 15-E y F). Se observa una clara 
ventaja en la obtención de la RMM para los pacientes portadores del genotipo T/T, 

ya que todos consiguieron la RMM. 

2.6. Análisis e identificación de haplotipos 

Un haplotipo se define como un conjunto de variaciones en el ADN (como los SNPs) 
que son adyacentes entre ellas y que se suelen heredar de manera conjunta. Este 
fenómeno se conoce como desequilibrio de ligamiento, que suele deberse a que los 
dos loci implicados se encuentran en el mismo cromosoma, lo que imposibilita su 
transferencia a la progenie de manera aleatoria con la separación de los cromosomas 

en anafase. 

El análisis de haplotipos resulta de gran interés en estudios de asociación para enfer-
medades. Mediante la herramienta Haploview [156] se identificaron un total de diez 
bloques de haplotipos (Figura 16). 
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Figura 16. Gráfico de desequilibrio de ligamiento. Se muestran los 10 bloques de haplotipos identificados 
en el conjunto de los SNPs analizados mediante la herramienta Haploview. El orden de los SNPs se define 
de acuerdo con su localización cromosómica. 

(A)
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Posteriormente, se utilizó la librería haplo.stats implementada dentro del paquete 
SNPassoc, para la realización del análisis de asociación de todos los bloques de 
haplotipos con la respuesta a imatinib, mediante regresión logística. Únicamente 
el bloque 9 (Figura 16-D), localizado en el cromosoma 2, se asoció de manera sig-
nificativa con la obtención de la RMM con imatinib. Este bloque está formado por 
los polimorfismos rs496550, rs495714, rs497692 del gen ABCB11. Concretamente, 
los portadores del haplotipo ABCB11-AGA, presente en el 45% de la población de 
estudio, tenían un menor riesgo de fracaso en la obtención de la RMM con imatinib 

(OR [IC95%]: 0,51 [0,28-0,93], p=0,027). 

2.7. Resumen de los principales hallazgos

A modo de resumen, en la Tabla 15 se muestran los SNPs estadísticamente significa-
tivos en los diferentes análisis realizados en este trabajo. Se especifica la función del 
gen así como el tipo de análisis para el que se ha encontrado significación. 

Tabla 15. Listado de los SNPs estadísticamente significativos en los diferentes análisis realizados.

Gen dbSNP ID Clasificación
ADME

Análisis 
asociación 

cohorte total
Cross-analysis Test

Permutaciones Haplotipos

ABCG1 rs492338 Transportador X X X

ABCB11 rs496550 Transportador X X X X

ABCB11 rs497692 Transportador X X X X

ABCB11 rs495714 Transportador X X

CYP2D6 rs1135840 Enzima Fase I X X X

CYP2D6 rs1065852 Enzima Fase I X

CYP11B1 rs7003319 Enzima Fase I X X X

MAT1A rs4934027 Otros X X X

SLC22A1 rs628031 Transportador X X X

UGT2A1 rs4148304 Enzima Fase II X

ADME: absorción, distribución, metabolismo y eliminación.
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TRABAJO II
Influencia de la longitud de los telómeros 
al diagnóstico de la LMC en la obtención de 
la respuesta molecular profunda con imatinib

1. Característica clínicas y biológicas de los pacientes incluidos 
en el estudio

En este estudio se incluyeron un total de 96 pacientes. Todos los pacientes fueron 
diagnosticados de LMC en FC entre los años 2004 y 2016 en el ICO-Badalona, el 
ICO-Hospitalet y el ICO-Girona. Las características de los pacientes se muestran en 
la Tabla 16.

La mediana de edad de los pacientes en el momento del diagnóstico fue de 49 años 
(extremos 24-80 años). De los 96 pacientes, 56 (58%) eran hombres y 40 (42%) eran 
mujeres. Según el índice Sokal, 46 (50%) pacientes fueron de bajo riesgo, 30 (32%) 
de riesgo intermedio y 17 (18%) de riesgo alto. Respecto al índice de riesgo EUTOS, 
77 (88%) y 11 (12%) de los pacientes fueron de bajo y alto riesgo, respectivamente. 
Finalmente, de acuerdo con el índice ELTS, 50 (59%) pacientes fueron de bajo riesgo, 
24 (29%) de riesgo intermedio y 10 (12%) de alto riesgo. 
El 39% de los pacientes presentaba la isoforma e13a2 del transcrito p210 de BCR-
ABL1 mientras que el 61% restante presentaba la isoforma e14a2. 
La mediana de seguimiento de los pacientes vivos fue de 7,3 años (extremos 1,3 - 
14,6 años) y la mediana de duración del tratamiento con imatinib fue de 3,4 años 
(extremos 0,3 - 14,4 años). Un total de 10 pacientes (10,4%) fallecieron. 

En primer lugar, se analizó la tendencia de la LT de la cohorte de pacientes con LMC 
y de la cohorte de donantes sanos. Como era esperable, los donantes sanos presen-
taron una disminución de la LT a medida que aumentaba la edad de los individuos 
(R2=0,1693), una característica que no cumplían los pacientes con LMC (R2=0,0046) 
(Figura 17). Además, la mediana de la LT de los pacientes con LMC fue significativa-
mente menor que la de los donantes sanos (0,5784 vs. 1,003; p <0,001). 
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Tabla 16. Características clínicas y biológicas de los pacientes con LMC incluidos en el es-
tudio. Se muestran las medianas de cada una de las variables para la serie total y las medianas 
de los dos grupos derivados de la categorización de la delta-LT por la mediana (descrito en el 
siguiente apartado). 

Características clínicas y biológicas
Total Delta-LT <0,4 Delta-LT ≥0,4

p
n=96 n=47 n=49

Mediana de edad al diagnóstico, años (extremos) 49 (24-80) 59 (30-80) 43 (24-77) ***

Sexo

Femenino, n (%) 40 (42) 20 (43) 29 (59)
ns

Masculino, n (%) 56 (58) 27 (57) 20 (41)

Sokal, n (%)

Bajo 46 (50) 22 (50) 24 (49)

nsIntermedio 30 (32) 16 (36) 14 (29)

Alto 17 (18) 6 (14) 11 (22)

EUTOS, n (%)

Bajo 77 (88) 40 (95) 37 (80)
*

Alto 11 (12) 2 (5) 9 (20)

ELTS, n (%)

Bajo 50 (59) 26 (63) 24 (56)

nsIntermedio 24 (29) 11 (27) 13 (30)

Alto 10 (12) 4 (10) 6 (14)

Isoforma p210, n (%)

e13a2 31 (39) 14 (36) 17 (42)
ns

e14a2 49 (61) 25 (64) 24 (58)

Años tratamiento imatinib, mediana (extremos) 3,4 (0,3-14,4) 3,2 (0,3-14,4) 3,8 (0,3-14) ns

Mediana de seguimiento en años (extremos) 7,3 (1,3-14,6) 6,7 (1,5-14,4) 7,1 (1,3-14,6) ns

Exitus, n (%) 10 (10,4) 4 (8,5) 6 (12,2) ns

LT= longitud de los telómeros
ns= estadísticamente no significativo
*= p < 0,05; ***= p < 0,001
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Figura 17. Distribución de la LT de los pacientes con LMC y los donantes sanos en función de la edad. 
Se observa la disminución esperada de la LT en los donantes sanos (círculos naranjas, n=107) a medida 
que aumenta la edad, mientras que esta característica no se cumple en los pacientes con LMC (cuadrados 
verdes, n=96). Esto es indicativo de que la LT de las células provenientes del clon maligno de la LMC pre-
sentan un patrón de replicación que ya no es regulado únicamente por el factor edad. 

2. Correlación entre la delta-LT al diagnóstico y la obtención de la 
respuesta molecular profunda a imatinib

Tal y como se ha comentado en la sección de Materiales y Métodos (Trabajo II, 
apartado 3, página 84), el valor de delta-LT se define como la diferencia entre la LT 
calculada experimentalmente para cada paciente (la observada) y la LT que le corres-
pondería a cada paciente por su edad (la esperada, calculada a partir del conjunto 
de donantes sanos). Cuanto mayor es el valor de delta-LT, mayor es la diferencia que 
hay entre la LT observada y la esperada por la edad y, por lo tanto, más cortos son 
los telómeros en el momento del análisis (en este caso, al diagnóstico de la LMC).

El objetivo principal de este trabajo fue estudiar la correlación entre el valor de la 
delta-LT al diagnóstico y la incidencia acumulada de obtención de la RM4 y la RM4.5 
en cualquier momento. En primer lugar, se analizó la correlación con la obtención de 
RM4 y RM4.5 considerando la variable delta-LT como variable continua, donde ob-
servamos una asociación entre tener una delta-LT menor al diagnóstico y una mayor 
probabilidad de conseguir tanto la RM4 como la RM4.5 (Hazard ratio, HR [IC95%]: 
0,3 (0,1- 0,9), p=0,035 y HR [IC95%]: 0,22 (0,1 - 0,66), p=0,007, respectivamente).
Posteriormente, se categorizó la delta-LT en cuartiles (Q): Q1 = 0,06 ± 0,15; Q2 = 
0,34 ± 0,03; Q3 = 0,48 ± 0,05; Q4 = 0,67 ± 0,08. En el Q1 se incluyeron aquellos 

Pacientes LMC (n=96)
R2=0,0046
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pacientes con los telómeros más largos al diagnóstico (es decir, con un valor de del-
ta-LT bajo), mientras que en el Q4 se incluyeron los pacientes con los telómeros más 
cortos de toda la cohorte (es decir, con un valor de delta-LT elevado). 
 
La Figura 18 muestra la incidencia acumulada de RM4 para los 4 grupos de cuartiles. 
Se puede observar una clara diferencia entre las incidencias acumuladas de los pa-
cientes incluidos en los dos primeros cuartiles (Q1 y Q2) y los pacientes incluidos en 
los dos últimos cuartiles (Q3 y Q4). Por este motivo, se decidió utilizar como punto 
de corte de delta-LT el valor de la mediana (delta-LT = 0,4), quedando la cohorte de 
pacientes dividida en las siguientes categorías: delta-LT <0,4 (n=47) y delta-LT ≥0,4 
(n=49). Estas dos categorías se utilizaron para los posteriores análisis estadísticos.

Figura 18. Incidencia acumulada (IC95%) de RM4 en función de los cuartiles de delta-LT. Q1: delta-LT 0,06 
± 0,15; Q2: delta-LT 0,34 ± 0,03; Q3: delta-LT 0,48 ± 0,05; Q4: delta-LT 0,67 ± 0,08.

Se estudió la incidencia acumulada (IC95%) de RM4 en ambos grupos, siendo del 
63% (45% - 76%) para el grupo de delta-LT <0,4 y de 46% (31% - 60%) para el gru-
po de delta-LT ≥0,4 (p=0,047). El tiempo hasta conseguir la mediana de incidencia 
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acumulada (es decir, que el 50% de los pacientes obtengan la RM4) fue de 27 meses 
para el grupo delta-LT <0,4, mientras que este punto no fue alcanzado por el grupo 
delta-LT ≥0,4, ya que menos del 50% de los pacientes lograron obtener la RM4 (Fi-
gura 19-A). 

La incidencia acumulada (IC95%) de RM4.5 fue del 59% (36% - 76%) para los pacien-
tes del grupo delta-LT <0,4 y del 37% (22% - 52%) para los del grupo delta-LT ≥0.4 
(p=0,045). En este caso, el tiempo hasta obtener una incidencia acumulada del 50% 
fue de 77 meses para el grupo delta-LT <0,4 (el grupo-LT ≥0,4 no alcanzó este hito) 
(Figura 19-B). 

Figura 19. Incidencia acumulada (IC95%) de RM4 (A) y de RM4.5 (B) en función de los grupos 
delta-LT <0,4 y delta-LT ≥0,4.

Se analizaron, además, las diferencias en la incidencia acumulada de RM4 entre los 
pacientes que habían logrado la RMM y que posteriormente consiguieron la RM4 
y aquellos pacientes que, estando en RMM, no consiguieron la RM4. En el análisis 
de esta subpoblación de pacientes (n=64), se observó que aquellos incluidos en el 
grupo delta-LT <0,4 consiguieron alcanzar la RM4 antes que los del grupo delta-LT 
≥0,4, aunque las diferencias no fueron estadísticamente significativas (mediana de 
tiempo hasta la obtención de la RM4 en meses [IC95%]: 16,3 (12,4 - 33.4) en el grupo 
delta-LT <0,4 vs. 31,8 (16,2 - 100,7) en el grupo delta-LT ≥0,4; p=0,144). 
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En esta subpoblación, las incidencias acumuladas (IC95%) de RM4 fueron del 84% 
(65% - 94%) para el grupo delta-LT <0,4 y del 75% (54% - 87%) para el grupo delta-LT 
≥0,4 (Figura 20).

Figura 20. Incidencia acumulada (IC95%) de RM4 en la subpoblación de pacientes que consiguieron  
la RMM (n=64), de acuerdo con los grupos delta-LT <0,4 (n=35) y delta-LT ≥0,4 (n=29). 

3. Correlación entre la delta-LT al diagnóstico, los índices 
pronóstico y la isoforma de p210

Se analizaron las asociaciones entre la delta-LT y las principales variables pronósticas 
de relevancia clínica (Sokal, EUTOS, ELTS y la isoforma p210), con el objetivo de 
identificar una posible correlación con la LT al diagnóstico.  

Estudiando la variable delta-LT como variable continua, no se observó ninguna aso-
ciación con los diferentes índices pronóstico al diagnóstico (Sokal, EUTOS y ELTS). 
Tampoco se observó ninguna diferencia estadísticamente significativa entre la del-
ta-LT y las dos isoformas de p210 estudiadas. 

Posteriormente, se analizó esta asociación con la variable delta-LT categorizada por 
la mediana. En este caso, solo se observó una correlación estadísticamente signifi-
cativa con el índice de riesgo EUTOS (p=0,036), ya que el 20% de los pacientes con 
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delta-LT ≥0,4 fue clasificado dentro del grupo de alto riesgo, a diferencia del grupo 
de pacientes con delta-LT <0,4, en el que únicamente el 5% de ellos fue clasificado 
de alto riesgo (Tabla 16). 

4. Análisis univariado y multivariado

Se realizó un análisis multivariado para determinar el papel de delta-LT como va-
riable independiente predictora de RM4. Primero se seleccionaron las variables es-
tadísticamente significativas en el análisis univariado; únicamente la delta-LT y el 
índice pronóstico ELTS mostraron diferencias estadísticamente significativas en la 
obtención de la RM4 entre sus categorías, alcanzando la mayor incidencia de RM4 
en el grupo con delta-LT <0,4 y ELTS de bajo riesgo (incidencia acumulada de RM4 
[IC95%] 63% [45% - 76%] para delta-LT <0,4 vs. 46% [31% - 60%] para delta-LT ≥0,4, 
p=0,047;  58% [42% - 71%] para ELTS de bajo riesgo vs. 38% [21% - 55%] para ELTS 
de riesgo intermedio-alto, p=0,041). 

No obstante, en el análisis multivariado, la delta-LT, aún presentando una clara 
tendencia, no fue estadísticamente significativa (HR [95% CI]: 1,7 (0,92 - 3.22),  
p=0,089), mientras que el índice ELTS mantuvo su significación estadística como 
predictor independiente de RM4 (HR [95% CI]: 1,9 (1,02 - 3,73), p=0,045) (Tabla 17).
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Tabla 17. Análisis univariado y multivariado para la RM4.

5. Correlación entre la delta-LT y los hitos de respuesta molecular 
indicados en las recomendaciones de la ELN 2013

Por último, se estudió la asociación entre la delta-LT y la RM a los 3, 6, 12 y 18 meses 
de tratamiento con imatinib, de acuerdo con las recomendaciones de la ELN 2013 
[57]. 

Cuando se analizó la delta-LT como variable continua, no se encontraron asocia-
ciones estadísticamente significativas en ninguno de los hitos de tiempo marcados 
por la ELN 2013. No obstante, sí que se observó una tendencia a una mayor pro-
babilidad de conseguir la RMM a los 18 meses a medida que la delta-LT disminuía 

ANÁLISIS UNIVARIADO

Variable Incidencia acumulada 
de RM4 (IC95%) p-valor

delta-LT
< 0,40 (n=47) 63% (45% - 76%)

0,047
≥ 0,40 (n=49) 46% (31% - 60%)

Sokal
Bajo (n=46) 50% (37% - 61%)

0,312
Int-Alto (n=47) 26% (14% - 39%)

EUTOS
Bajo (n=77) 56% (43% - 66%)

0,414
Alto (n=11) 36% (8% - 66%)

ELTS
Bajo (n=50) 58% (42% - 71%)

0,041
Int-Alto (n=34) 38% (21% - 55%)

Isoforma p210
e13a2 (n=31) 42% (23%, 60%)

0,151
e14a2 (n=49) 55% (40%, 68%)

ANÁLISIS MULTIVARIADO

Variable Categoría de referencia HR (IC95% ) p-valor

delta-LT ≥ 0,40 1,7 (0,92 -3,22) 0,089

ELTS Int-Alto 1,9 (1,02 - 3,73) 0,045

LT= longitud de los telómeros
RM4= respuesta molecular grado 4
HR= hazard ratio
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(p=0,075). Esta asociación se confirmó cuando la delta-LT se estudió categorizada 
por la mediana; el 78% de los pacientes con delta-LT <0,4 consiguieron la RMM a 
los 18 meses, mientras que únicamente el 56% de los pacientes con delta-LT ≥0,4 
consiguieron esta respuesta (p=0,049) (Tabla 18). 

Tabla 18. Comparación de la delta-LT con la respuesta molecular en diferentes momentos 
teniendo en cuenta las recomendaciones de la ELN 2013. Se muestran la mediana y los 
p-valores para delta-LT como variable continua, y los porcentajes y p-valores para la variable 
delta-LT categorizada por la mediana.

Momento de estudio 
(número pacientes)

Ratio 
BCR-ABL1 (IS)*

Delta-LT 
variable continua

Delta-LT 
variable categórica

Delta-LT
(mediana[IC95%] p Delta-LT <0,4

(n=47)
Delta-LT ≥0,4

(n=49) p

3 meses
(n=78)

> 10% 0,43 (0,34, 0,52)
0,112

14/39 (36%) 18/39 (46%)
0,357

≤ 10% 0,34 (0,26, 0,41) 25/39 (64%) 21/39 (54%)

6 meses
(n=79)

> 1% 0,38 (0,28, 0,48)
0,680

14/42 (33%) 18/37 (49%)
0,166

≤ 1% 0,36 (0,29, 0,43) 28/42 (67%) 19/37 (51%)

12 meses
(n=77)

> 0,1% 0,42 (0,33, 0,50)
0,229

15/39 (39%) 23/38 (60%)
0,053

≤ 0,1% 0,35 (0,28, 0,43) 24/39 (62%) 15/38 (40%)

18 meses RMM
(n=69)

> 0,1% 0,44 (0,32, 0,55)
0,075

8/37 (22%) 14/32 (44%)
0,049

≤ 0,1% 0,33 (0,27, 0,40) 29/37 (78%) 18/32 (56%)

18 meses RM4
(n=69)

> 0,01% 0,39 (0,31, 0,46)
0,618

20/37 (54%) 19/32 (60%)
0,657

z≤ 0,01% 0,34 (0,24, 0,44) 17/37 (46%) 13/32 (40%)

*: valores recomendados por la ELN 2013
LT= longitud de los telómeros
IC95%: intervalo de confianza del 95%
RMM: respuesta molecular mayor
RM4: respuesta molecular grado 4
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Finalmente, se realizó un análisis de incidencia acumulada de RMM durante los 24 
primeros meses desde el inicio de imatinib. Los resultados de este análisis confir-
maron lo observado anteriormente, dado que el 68% (IC95%: 55% - 78%) de los 
pacientes incluidos en el grupo delta-LT <0,4 consiguieron la RMM, mientras que 
únicamente el 43% (IC95%: 30% - 56%) de los pacientes del grupo delta-LT ≥0,4 
consiguieron esta respuesta (p=0,012). Además, esta diferencia fue evidente a partir 
del mes 6 de tratamiento (Figura 21). 

Figura 21. Incidencia acumulada (IC95%) de RMM durante los 24 primeros meses de tratamiento con 
imatinib, de acuerdo con los grupos delta-LT <0,4 y delta-LT ≥0,4. 
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TRABAJO III
Parámetros clínicos y biológicos predictivos 
de recaída post-suspensión del ITQ

1. Características clínicas y biológicas de los pacientes incluidos 
en el Trabajo III

En este trabajo se incluyeron un total de 56 pacientes diagnosticados entre los años 
1995 y 2016, procedentes de tres centros: ICO-Badalona (n=18), ICO-Girona (n=11) 
e ICO-Hospitalet (n=27). Todos estos pacientes fueron incluidos en el análisis de 
las variables clínicas y su asociación con la RLT y recaída tras la suspensión del ITQ. 

Dado que algunos pacientes suspendieron el tratamiento previo a la aprobación 
del Protocolo ICO de Discontinuación (apartado 3.9.2, Introducción), no todos los 
pacientes pudieron ser incluidos en los estudios biológicos asociados. Además, 
excepto para el estudio de la dPCR, en los otros dos estudios (SPop y células NK) 
fue necesaria la obtención de muestra fresca (MO y SP, respectivamente) así como el 
análisis de éstas a las pocas horas post-extracción, por lo que únicamente se pudie-
ron incluir pacientes procedentes de nuestro centro (ICO-Badalona). 

Teniendo en cuenta las diferentes estrategias del Protocolo ICO de Discontinuación 
(Figura 7, Introducción), se incluyeron 31 pacientes en el brazo de Imatinib en 1ª 
línea, 17 pacientes en la estrategia EURO-SKI-like, 3 en la DESTINY-like, 2 en la de 
ENESTop-like y 2 en la de ENESTfreedom-like. Un paciente suspendió el tratamiento 
fuera de protocolo. 

La Tabla 19 recoge todas las variables demográficas y clínicas estudiadas en nuestra 
serie de pacientes, tanto en la serie global como en los pacientes que mantuvieron la 
RLT y los pacientes que presentaron una recaída molecular (pérdida de RMM). 
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Tabla 19. Variables demográficas y clínicas de los pacientes incluidos en el estudio.

PARÁMETROS Global RLT Recaída

Nº pacientes 56 46 (82%) 10 (18%)

Sexo, n (%)
Mujeres 27 (48%) 22 (48%) 5 (50%)

Hombres 29 (52%) 24 (52%) 5 (50%)

Edad
(mediana y extremos)

Diagnóstico 50 (24-81) 51 (24-81) 47 (27-69)

Discontinuación 61 (28-87) 62 (28-87) 55 (38-75)

Índice Sokal, n (%)
Bajo riesgo 26/40 (65%) 21/32 (66%) 5/8 (63%)

Riesgo Intermedio 14/40 (35%) 11/32 (34%) 3/8 (37%)

Índie ELTS, n (%)
Bajo riesgo 19/30 (63%) 16/24 (67%) 3/6 (50%)

Riesgo Intermedio 11/30 (37%) 8/24 (33%) 3/6 (50%)

Isoforma p210, n (%)

e13a2 13/47 (28%) 11/37 (30%) 2/10 (20%)

e14a2 32/47 (68%) 24/37 (65%) 8/10 (80%

e13a2 + e14a2 2/47 (4%) 2/37 (5%) 0

Tto. previo con INF-α
Sí 7 (12%) 7 (15%) 0

No 49 (88%) 39 (85%) 10 (100%)

ITQ 1ª línea

Imatinib 49 (88%) 41 (89%) 8 (80%)

Nilotinib 4 (7%) 3 (7%) 1 (10%)

Dasatinib 2 (3%) 1 (2%) 1 (10%)

Bosutinib 1 (2%) 1 (2%) 0

ITQ 1ª línea
(agrupado)

Imatinib 49 (88%) 41 (89%) 8 (80%)

ITQ-2G 7 (12%) 5 (11%) 2 (20%)

Nº líneas ITQ

1 45 (80%) 38 (83%) 7 (70%)

2 5 (9%) 3 (6%) 2 (20%)

3 4 (7%) 3 (6%) 1 (10%)

4 2 (4%) 2 (5%) 0

Ratio 3 meses ITQ
<10% 36/42 (86%) 28/32 (88%) 8/10 (80%)

>10% 6/42 (14%) 4/32 (12%) 2/10 (20%)

Halving-time, días (mediana y extremos) 16 (6,8-65) 15,7 (6,8-65) 21,9 (7,9-28,5)

Respuesta ITQ durante 3-12 
primeros meses (ELN 2020)

Óptima 31/49 (63%) 28/39 (72%) 3/10 (30%)

1 warning 9/49 (19%) 7/39 (18%) 2/10 (20%)

2 warning 6/49 (12%) 4/39 (10%) 2/10 (20%)

3 warning 3/49 (6%) 0 3/10 (30%)

Respuesta 3-12m (ELN 2020) 
categorizado, n (%)

Óptima 31/49 (63%) 28/39 (72%) 3/10 (30%)

≥ 1 warning 18/49 (37%) 11/39 (28%) 7/10 (70%)

Ratio 12 meses ITQ
≤0,01% 19/48 (40%) 18/38 (47%) 1/10 (10%)

>0,01% 28/48 (60%) 20/38 (53%) 9/10 (90%)

ITQ previo 
discontinuación, n (%)

Imatinib 39 (70%) 33 (72%) 6 (60%)

ITQ-2G 17 (30%) 13 (28%) 4 (40%)
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PARÁMETROS Global RLT Recaída

Tiempo exposición ITQ, años (mediana y extremos) 10 (3,6-17,6) 10,7 (3,6-17,6) 9,6 (7,1-12,1)

Tiempo hasta RM4, meses (mediana y extremos) 20 (2-113) 17 (2-113) 40 (16-69)

Tiempo hasta RM4 categorizado 
por la mediana, n (%)

≤ 20 meses 28 (50%) 26 (57%) 2 (20%)

> 20 meses 28 (50%) 20 (43%) 8 (80%)

Duración RM4, meses (mediana y extremos) 81 (24-146) 85 (24-146) 74 (29-116)

Tiempo hasta RM4.5, meses (mediana y extremos) 36 (2-116) 28 (2-116) 46 (30-84)

Tiempo hasta RM4.5 categorizado 
por la mediana, n (%)

≤ 36 meses 28/55 (51%) 27/46 (59%) 1/9 (11%)

> 36 meses 27/55 (49%) 19/46 (41%) 8/9 (89%)

Duración RM4.5, meses (mediana y extremos) 65 (0,5-146) 67 (7, 146) 48 (0,5-101)

Toxicidad previa ITQ, n (%)
No 43 (77%) 35 (76%) 8 (80%)

SÍ 13 (23%) 11 (24%) 2 (20%)

Dosis ITQ previo 
discontinuación, n (%)

Estándar 30/55 (54%) 24/45 (53%) 6/10 (60%)

Inferior 25/55 (46%) 21/45 (47%) 4/10 (40%)

Grado RM
discontinuación, n (%)

4 9 (16%) 7 (15%) 2 (20%)

4.5 18 (32%) 14 (30%) 4 (40%)

5 26 (46%) 23 (50%) 3 (30%)

5.5 3 (6%) 2 (5%) 1 (10%)

Motivo suspensión ITQ,
n (%)

Programado 47 (84%) 37 (80%) 10 (100%)

Toxicidad/Intole-
rancia 7 (12%) 7 (15%) 0

Comorbilidades 2 (4%) 2 (5%) 0

Síndrome retirada, n (%)
No 48 (86%) 38 (83%) 10 (100%)

Sí 8 (14%) 8 (17%) 0

RMM mantenida, meses (mediana, extremos) NA 32,5 (3-92) 4 (1-7)

Mediana de seguimiento desde el diagnóstico, 
años (extremos) 12,9 (4,6-25,1) - -

Mediana de seguimiento desde la discontinuación, 
meses (extremos) 31,2 (3,6-92,4) - - 

ELN 2020: recomendaciones European LeukemiaNet del 2020 [26]
ITQ: inhibidor de la tirosina quinasa
RM: respuesta molecular
RMM: respuesta molecular mayor
RM4: respuesta molecular grado 4
RM4.5: respuesta molecular grado 4.5
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Los pacientes incluidos en este estudio discontinuaron el tratamiento entre los años 
2014 y 2020. La mediana de edad en el momento de la discontinuación fue de 61 
años (extremos: 28-87 años) y el 48% de los pacientes eran mujeres. El índice Sokal 
fue bajo en un 65% de los pacientes e intermedio en un 35%. En el índice ELTS los 
porcentajes fueron muy similares (bajo riesgo 63%, riesgo intermedio 37%). Nin-
gún paciente con Sokal o ELTS alto suspendió el tratamiento. Todos los pacientes 
presentaban las isoformas p210 típicas (e13a2 = 28%, e14a2 = 68%, ambas = 4%). 
Únicamente siete pacientes (12%) recibieron INF-α previo al inicio del ITQ. En total, 
49 (88%) pacientes recibieron imatinib y 7 (12%) un ITQ-2G en primera línea. Cinco 
pacientes (9%) fueron tratados con dos líneas de ITQ, cuatro (7%) con tres líneas y 
únicamente dos pacientes (4%) con cuatro líneas. Todos los pacientes que recibieron 
dos o más líneas de tratamiento habían recibido imatinib en primera línea, excepto 
un paciente que recibió nilotinib. Todos ellos cambiaron de ITQ por toxicidad/into-
lerancia y ninguno presentó resistencia al tratamiento. Dos pacientes presentaron 
toxicidad, pero ello no fue motivo de cambio del ITQ. En relación a la variable de 
RMT, el 86% de los pacientes tenían una ratio BCR-ABL1(IS) <10% a los 3 meses de 
tratamiento (dato no disponible en 14 pacientes). Se pudo estudiar la respuesta al 
tratamiento durante los 12 primeros meses en 49 pacientes; el 63% de los pacientes 
tenía una respuesta óptima a los 3, 6 y 12 meses, mientras que un 37% de estos tuvo 
criterio de alarma en al menos una de estas determinaciones. En relación al HT, la 
mediana de la serie estudiada fue de 16 días (extremos 6,8-65 días). 

En el momento de la suspensión del tratamiento, la mayoría de los pacientes (70%) 
estaban recibiendo imatinib y el 30% restante un ITQ-2G. Los pacientes de nuestra 
serie fueron tratados con un ITQ durante una mediana de 10 años (extremos 3,6-17,6 
años). El 54% de los pacientes que suspendieron el ITQ estaba recibiendo la dosis 
estándar mientras que el 46% estaba recibiendo una dosis inferior. Todos los pacien-
tes estaban en RMP en el momento de la suspensión del ITQ y el motivo principal 
de la suspensión, en ausencia de toxicidad relevante al tratamiento, fue el deseo de 
conseguir la RLT (n=47). En siete pacientes (12%) se suspendió el tratamiento por 
toxicidad/intolerancia y en dos pacientes (4%) por la presencia de comorbilidades. 
La mediana de duración de la RM4 en nuestra serie fue de 81 meses (extremos 24-
146 meses) y la de la RM4.5 fue de 65 meses (extremos 0,5-146 meses). Únicamente 
ocho pacientes (14%) presentaron el síndrome de retirada del ITQ y en ninguno de 
ellos fue necesario reiniciar el tratamiento por este motivo, ya que se controló con 
analgesia convencional. 
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En el momento de cierre de este estudio (20 de marzo de 2021), la mediana de se-
guimiento desde el momento de la discontinuación fue de 31,2 meses (extremos 3,6-
92,4 meses). Solo un paciente falleció estando en RMP, por causas ajenas a la LMC 
(insuficiencia respiratoria aguda por metástasis pulmonar de neoplasia de mama). Diez 
pacientes (18%) presentaron una recaída molecular (pérdida de la RMM). Todos ellos 
reiniciaron el tratamiento con ITQ y recuperaron la RMP en una mediana de 4,3 meses 
(extremos 2-11 meses). Nueve de las 10 recaídas (90%) tuvieron lugar durante los 6 
primeros meses post-suspensión y el paciente restante recayó a los siete meses. En 
otros tres pacientes (5,4%) se observó una pérdida de RMP (sin llegar a perder la RMM) 
que posteriormente recuperaron de manera espontánea sin la reintroducción del tra-

tamiento. La incidencia acumulada de RLT fue del 82% (IC95%: 72% - 92%) (Figura 22). 

Figura 22. Remisión libre de tratamiento (IC95%)  tras la discontinuación del ITQ.

2. Análisis de posibles factores clínicos predictivos  
de recaída molecular 

Las variables estudiadas como posibles factores predictivos de recaída molecular se 
describen en la Tabla 20.
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Tabla 20. Modelo univariado para el análisis de las variables clínicas pronósticas de recaída 
molecular. Se muestran los Hazard ratio, IC95% y el p-valor para cada una de ellas.

Como se puede observar en los resultados del análisis univariado, los únicos dos pa-
rámetros que mostraron una significación estadística fueron el tener una RM óptima 
durante los 3-12 primeros meses de tratamiento según las guías de la ELN de 2020 
[26] (p=0,035), así como el tiempo necesario hasta la obtención de la RM4.5 (p=0,05, 
categorizado por la mediana p=0,043). Tanto el tiempo hasta la obtención de RM4 
como la duración de la RM4 mostraron una tendencia en nuestro estudio (p=0,061 y 
p=0,058, respectivamente). 

PARÁMETROS Hazard ratio IC95% p-valor

Sexo 1,151 0,341 - 3,885 0,82

Edad diagnóstico (continua) 0,993 0,95 - 1,039 0,76

Edad discontinuación (continua) 0,985 0,947 - 1,026 0,47

Sokal 1,143 0,273 - 4,784 0,85

ELTS 1,702 0,364 - 7,956 0,5

p210 1,189 0,46 - 3,072 0,72

ITQ 1ª línea (Imatinib vs 2G) 2,148 0,462 - 9,996 0,33

Nº líneas  (1 vs. >1) 0,521 0,134 - 2,025 0,35

ITQ previo discontinuación (Imatinib vs 2G) 1,717 0,489 - 6,026 0,4

Ratio 3 meses ITQ (<10% vs. >10%) 1,459 0,342 - 6,231 0,61

Halving time (continua) 1,014 0,975 - 1,055 0,49

Halving time (dividido por la mediana) 2,642 0,707 - 9,877 0,15

Respuesta ITQ 3-12 meses (óptima vs. ≥1 warning) 4,264 1,106 - 16,44 0,035

Tiempo exposición ITQ (continua) 0,951 0,844 - 1,072 0,41

Ratio 12 meses ITQ (<0,01% vs. >0,01%) 6,381 0,798 - 51,05 0,081

Tiempo hasta RM4, meses (continua) 1,016 0,1 - 1,033 0,061

Tiempo hasta RM4, meses (dividido por la mediana) 4,125 0,876 - 19,42 0,073

Duración RM4, meses (continua) 0,985 0,97 - 1 0,058

Tiempo hasta RM4.5, meses (continua) 1,013 1 - 1,026 0,05

Tiempo hasta RM4.5, meses (dividido por la mediana) 8,758 1,076 - 71,29 0,043

Duración RM4.5, meses (continua) 0,985 0,97 - 1,002 0,082

Toxicidad previa ITQ 0,881 0,186 - 4,166 0,87

Dosis ITQ previo discontinuación 0,824 0,238 - 2,85 0,76

ITQ: inhibidor de la tirosina quinasa
2G: inhibidor de la tirosina quinasa de segunda generación
RM4: respuesta molecular grado 4
RM4.5: respuesta molecular grado 4.5
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Respecto al tipo de respuesta durante los 3-12 primeros meses de tratamiento, el 
70% de los pacientes que presentaron una recaída molecular había tenido uno o más 
criterios de alarma (warning) en alguna de las tres determinaciones (3, 6 o 12 meses), 
según las recomendaciones de la ELN de 2020 [26]. Únicamente tres (30%) de los 
pacientes con recaída molecular habían presentado una respuesta óptima en todas 
las determinaciones durante el primer año, mientras que en los pacientes con RLT 
mantenida estos porcentajes fueron inversos; así, el 72% de los pacientes presenta-
ron una respuesta óptima en todas las determinaciones, mientras que únicamente 
un 28% presentaron algún criterio de alarma durante los 3-12 primeros meses de 
tratamiento (18% un criterio de alarma y 10% dos criterios de alarma). Cabe desta-
car que de los pacientes que presentaron uno o más criterios de alarma (18 de 49 
pacientes), el 89% de ellos (n=16) habían sido tratados con imatinib en primera línea 
y únicamente 2 pacientes (11%) con un ITQ-2G (ambos con nilotinib). Por lo tanto, 
según nuestra serie de pacientes, la respuesta estable al ITQ durante el primer año, 
especialmente con imatinib, parece tener un papel relevante en el mantenimiento 
de la RLT (Figura 23-A). 

Se analizó, además, si alcanzar una RMP a los 12 meses de tratamiento (ratio ≤0,01%), 
indicativo de una respuesta óptima y rápida al ITQ, podía ser un parámetro pre-
dictivo de mantenimiento de la RLT; aunque las diferencias no fueron significativas, 
aquellos pacientes con una ratio BCR-ABL1 ≤0,01% a los 12 meses mostraron una 
tendencia a presentar mayor tasa de RLT (p=0,082). Al estudiar las probabilidades 
de la incidencia acumulada de recaída post-suspensión mediante curvas de Kaplan-
Meier, este parámetro fue estadísticamente significativo (p=0,042) (Figura 23-B).  

En lo relativo al tiempo necesario hasta la obtención de la RMP, se observaron dife-
rencias (tendencia) en la variable tiempo hasta conseguir la RM4; los pacientes que 
tardaron 20 meses o más en conseguirla, tenían una mayor probabilidad de recaída 
molecular una vez suspendido el tratamiento (Figura 24-A). Esta tendencia fue es-
tadísticamente significativa al estudiar el tiempo hasta conseguir la RM4.5; de este 
modo, aquellos pacientes que tardaron 36 meses o más (mediana de nuestra serie) 
en conseguir la RM4.5 presentaron más recaídas moleculares (Figura 24-B). 
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Figura 23. Incidencia acumulada de recaída molecular tras la discontinuación en (A) los pacientes con 
respuesta óptima vs. los pacientes con algún warning durante los 12 primeros meses de tratamiento con 
el ITQ y (B) los pacientes con ratio inferior o superior a 0,01% a los 12 meses de tratamiento. 

Figura 24. Incidencia acumulada de recaída molecular tras la discontinuación en función de (A) el tiempo 
hasta conseguir la RM4 (categorizado por la mediana) y (B) el tiempo hasta conseguir la RM4.5 (categori-
zado por la mediana).
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Tanto la variable duración de la RM4 como la variable duración de la RM4.5 mos-
traron una tendencia (diferencias no significativas) en nuestra serie de pacientes 
(p=0,058 y p=0,082, respectivamente). Cabe destacar que un paciente suspendió 
el tratamiento sin haber conseguido la RM4.5 y que posteriormente presentó una 
recaída molecular. 

3. Posibles factores biológicos predictivos de recaída molecular

En un subgrupo de pacientes incluidos en este trabajo, se realizaron una serie de 
estudios biológicos con el objetivo de analizar en profundidad ciertos parámetros 
predictivos de una posible recaída tras la suspensión del tratamiento. En la Tabla 21 
se describen las principales características de los pacientes incluidos en esta parte 
del trabajo. 

Tabla 21 (página siguiente). Principales características clínicas de los pacientes incluidos en 
los subestudios biológicos. En las últimas tres columnas se especifica en qué subestudio ha 
participado cada paciente.
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3.1. Determinación de los transcritos de BCR-ABL1 mediante
PCR digital

3.1.1. Puesta a punto de la técnica 

Tal y como se ha descrito en el apartado de Metodología (página 91), la dPCR es una 
técnica que nos permite realizar una cuantificación absoluta de una secuencia diana 
de ácidos nucleicos. Es una técnica relativamente nueva por lo que aún no está es-
tandarizada para su aplicación en la práctica clínica. Es por ello que el primer punto 
importante de este estudio fue la puesta a punto de la técnica.

Inicialmente, se estudió la posibilidad de analizar en un mismo chip de dPCR el nú-
mero de copias del oncogen BCR-ABL1 así como el número de copias del gen de re-
ferencia ABL1, con el objetivo de poder obtener una ratio similar a la obtenida en la 
qPCR estándar. Para ello se utilizaron 2 ensayos, uno para BCR-ABL1 marcado con el 
fluorocromo FAM (Hs03024541_ft) y otro para ABL1 marcado con VIC (Hs01104728_
m1). No obstante, las nubes de puntos positivos y puntos negativos quedaban poco 
separadas entre ellas por lo que era muy difícil establecer el umbral de positividad 
(Figura 25). Además, los umbrales no eran comparables entre los controles positivos 
(muestras con ratio BCR-ABL1/ABL1(IS) próxima a 0,2% analizado por qPCR) y las 
muestras con ratios bajas o indetectables por qPCR. Se probaron varios protocolos 
de termociclador para la optimización de los ensayos pero ninguno de ellos mostró 
una mejoría significativa. 

Figura 25. Ejemplo de los resultados obtenidos al usar los dos ensayos (Hs03024541_ft y Hs01104728_
m1). Los puntos amarillos indican que no ha habido amplificación en esos pocillos del chip, los rojos indi-
can positividad para ABL1, los azules positividad para BCR-ABL1 y los verdes son pocillos positivos tanto 
para BCR-ABL1 como para ABL1. 
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A raíz de la publicación del estudio llevado a cabo por la Dra. Bernardi y cols. [163], 
en el que únicamente usaban un ensayo para BCR-ABL1, decidimos aplicar esta 
metodología. Con este nuevo protocolo, junto con un cambio del ensayo para BCR-
ABL1 (IDT 10417980) conseguimos optimizar las condiciones que nos permitían di-
ferenciar claramente los pocillos positivos de los negativos (Figura 26). 

Figura 26. Ejemplo de los resultados obtenidos al usar únicamente el ensayo IDT 10417980 para BCR-
ABL1. Las nubes de puntos quedan mucho más separadas y es más fácil establecer el umbral de positivi-
dad. Los puntos azules indican pocillos positivos para BCR-ABL1 y los amarillos pocillos sin amplificación. 

Una vez establecidas las condiciones de termociclador y concentración de la mues-
tra, se evaluó la precisión de nuestro ensayo, utilizando muestras seriadas de los 
plásmidos incluídos en el ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit (Qiagen, Ref. 670723) 
con diferentes concentraciones de transcritos BCR-ABL1. Las concentraciones de 
plásmido así como el equivalente en copias/μL en la dPCR fueron las siguientes: 

· ST 1 = 5 copias BCR-ABL1 / 2,5μL= 0,076 copias/μL (dPCR)
· ST 2 = 50 copias BCR-ABL1 / 2,5μL = 1,507 copias/μL (dPCR)
· ST 3 = 500 copias BCR-ABL1 / 2,5μL = 13,56 copias/μL (dPCR)
· ST 4 = 5.000 copias BCR-ABL1 / 2,5μL = 1330,7 copias/μL (dPCR)
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Figura 27. Determinación del número de copias BCR-ABL1/μL para diferentes concentraciones  
del plásmido del ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit. Se muestran los resultados en escala logarítmica. 

Como se puede observar en la Figura 27, los rangos de copias de BCR-ABL1/μL para 
la dPCR mostraron una tendencia lineal en relación con las copias usadas en cada 
dilución del plásmido (R2=0,9775). 

Se usaron muestras de 11 controles sanos para el cálculo del LD de la técnica; en 
ninguna de estas muestras se obtuvo pocillos positivos para BCR-ABL1. Por lo tanto, 
para nuestro ensayo, se pudo considerar como positiva para BCR-ABL1 cualquier 
muestra con ≥1 pocillo positivo (en azul, FAM). 

3.1.2. Cuantificación absoluta de los transcritos de BCR-ABL1 mediante dPCR en 
pacientes que han discontinuado el tratamiento y comparación con los resultado 
obtenidos en la cuantificación relativa mediante qPCR

En este sub-estudio del Trabajo III se incluyeron un total de 129 muestras proce-
dentes de 20 pacientes que habían discontinuado el tratamiento, de los cuales 12 
están en RLT y 8 presentaron una recaída molecular post-discontinuación (Tabla 21). 
Todas las muestras se analizaron por duplicado (2 chips de dPCR para cada muestra) 
y se utilizó el valor promedio de las copias de BCR-ABL1/μL en cada caso. Solamente 
fueron incluidos los chips con más de 17.000 pocillos viables (es decir, detección de 
muestra en 17.000 particiones o más). 

Primero se compararon los resultados obtenidos por qPCR (en función de los dife-
rentes niveles de RM) y los resultados de la dPCR (en función de las copias de BCR-
ABL1/μL) para las 129 muestras incluidas. Como se puede observar en la Figura 28, 
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los números de copias de BCR-ABL1/μL (eje de las Y) para cada grupo de RM (eje de 
las X) presentaban mucha dispersión. Sorprendentemente, el grupo de RM4.5 tenía 
una mediana de copias de BCR-ABL1/μL incluso superior a la del grupo de muestras 
clasificadas como RM4. Las diferencias de copias/μL entre los diferentes grupos de 
RM no fueron estadísticamente significativas. Destacar que en varios casos donde 
la muestra era indetectable por qPCR, fue positiva por dPCR. No obstante, también 
observamos lo contrario; muestras con transcritos cuantificables por qPCR fueron 

negativas por dPCR. 

Figura 28. Niveles de transcritos BCR-ABL1 analizados por dPCR (eje de las Y) de acuerdo con los diferen-
tes grupos de RM calculados por qPCR (eje de las X). Cada punto corresponde a una muestra y las barras 
representan la media ± desviación estándar (SD). LD: límite de detección para la dPCR. 

Posteriormente, se estudió de manera gráfica la variabilidad en los resultados de 
qPCR y dPCR en función de la presencia o ausencia de recaída post-discontinuación 
(Figura 29). En cuanto a la variabilidad en la ratio BCR-ABL1/ABL1(IS) por qPCR, las 
muestras previas a la discontinuación y pertenecientes a los pacientes que presen-
taron recaída molecular (Figura 29-C) presentaron algo más de variabilidad que las 
muestras pertenecientes a los pacientes en RLT (Figura 29-A). Sin embargo, en el 
caso de las copias de BCR-ABL1/μL estudiadas por dPCR, la variabilidad fue similar 
entre ambos grupos, e incluso mostró algo más de estabilidad en el grupo de pa-
cientes con recaída molecular (Figura 29-B y Figura 29-D). 
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Figura 29. Resultados de la ratio BCR-ABL1/ABL1 (IS) por qPCR y las copias BCR-ABL1/μL por dPCR en 
los pacientes que mantienen la RLT (A y B) y los pacientes que presentaron una recaída molecular (C y D). 
Únicamente se representan los valores correspondientes a las muestras previas a la discontinuación. LD; 
límite de detección para la dPCR. RLT; remisión libre de tratamiento. 

Finalmente, se analizó la presencia de muestras positivas y negativas por dPCR en 
cada grupo de pacientes (RLT vs. recaída molecular) y para cada tiempo de análisis 
(Figura 30). Prácticamente no se observaron diferencias en el porcentaje de pacien-
tes con dPCR positiva o negativa entre ambos grupos para la mayoría de tiempos 
de análisis, excepto 6 meses antes de la discontinuación y en el momento de la 
discontinuación, donde se observó un porcentaje superior de pacientes con dPCR 
positiva en el grupo de las recaídas respecto al grupo que mantuvo la RLT (37% vs. 
15%, respectivamente). Cabe destacar el aumento en la positividad de las muestras 
post-discontinuación tanto para el grupo RLT como el grupo de las recaídas (mues-
tras previas a la pérdida de RMM), siendo más pronunciado en este último grupo 
(58% vs. 71%, respectivamente). Durante todo el seguimiento, los pacientes que 
recayeron presentaron un promedio de 0,048 copias BCR-ABL1/μL (rango 0 - 0,381) 
mientras que el promedio en los pacientes en RLT fue de 0,035 copias BCR-ABL1/μL 
(rango 0 - 0,305). Sin embargo, aun mostrando una tendencia, esta diferencia no fue 

estadísticamente significativa (p=0,098). 

(A)

(C)

(B)

(D)
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Figura 30.  Diferencias entre el % de pacientes con dPCR positiva y dPCR negativa para los dos grupos de 
pacientes (RLT vs. recaída). Se muestran los resultados correspondientes a los puntos previos a la suspen-
sión del ITQ (A: 24 meses, B: 18 meses, C: 12 meses, D: 6 meses) y en el momento de la discontinuación 
(E). El gráfico F representa todas las muestras analizadas post-discontinuación y, en el caso del grupo de 
recaídas, siempre previas a la pérdida de la RMM. RLT; remisión libre de tratamiento. 

(C)

(E)

(D)

(F)
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3.2. Estudio de las células de la Side Population y del inmunofenotipo

El análisis de la SPop se llevó a cabo en un total de 18 pacientes que discontinuaron 
el tratamiento (Pt-01 a Pt-18, Tabla 21). Tal y como se ha mencionado en el apartado 
de Material y Métodos (página 95), para este estudio fue necesaria la obtención de 
muestra de MO y su posterior análisis en el menor tiempo posible (antes de las 3 horas 
post-extracción). En todos los pacientes se analizó la muestra de MO justo en el mo-
mento de la suspensión del ITQ y a los 6 meses post-suspensión (en caso de no pre-
sentar recaída) o en el momento de la recaída (siempre antes de re-introducir el ITQ), 
excepto en dos pacientes en los que no fue posible analizar la muestra a los 6 meses 
post-suspensión (Pt-14, Tabla 21) y en el momento de la recaída (Pt-15, Tabla 21). 
Dos pacientes (Pt-16 y Pt-18, Tabla 21) presentaban, en el momento de escritura de 
esta tesis, un período de seguimiento post-discontinuación inferior a los 6 meses. Se 
incluyeron, además, muestras seriadas de 10 pacientes diferentes en el momento del 
diagnóstico de la LMC así como a los 3 meses y 6 meses de tratamiento con el ITQ.

El objetivo de este estudio fue analizar y cuantificar el número de células corres-
pondientes a la fracción de SPop para cada uno de los pacientes en los diferentes 
tiempos mencionados así como analizar la expresión de los marcadores CD34, CD38 
y CD26, tanto para el total de células viables en la muestra como dentro de la pobla-
ción SPop. En la Figura 31 se puede ver un ejemplo del análisis llevado a cabo para 
la cuantificación de la SPop y de los diferentes marcadores de superficie estudiados 
(CD34, CD38 y CD26). 
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Figura 31. Ejemplo representativo del análisis de la SPop y del inmunofenotipo mediante el software 
FlowJo. La imagen corresponde al paciente 8 (Tabla 21) en el momento de la recaída molecular. Se uti-
lizaron los contour plots para definir la región de interés. (A) La región marcada permite discriminar los 
dobletes y seleccionar los eventos de única célula. (B) La región marcada corresponde a las células viables 
y nucleadas (linfocitos, monocitos y granulocitos) y permite eliminar células apoptóticas y ruido de fondo. 
(C) Selección de las células de la SPop mediante la fluorescencia emitida por DCV (azul vs. rojo). (D-F) 
Contour plots de PE-CD34, PE-Cy5-CD38 y APC-CD26 versus el side-scattered light (SSC) para la región 
seleccionada en la imagen B (“scatter”). (G-I) Contour plots de PE-CD34, PE-Cy-5-CD38 y APC-CD26 
versus SSC para la región de las células SPop seleccionada en la imagen C. 

D
C

V 
az

ul
C

D
34

-P
E-

H
C

D
34

-P
E-

H

SS
C

-H
C

D
38

-P
C

5-
H

C
D

38
-P

C
5-

H

D
C

V 
az

ul
C

D
26

-A
PC

-H
C

D
26

-A
PC

-H

DCV azul

(A)

(D)

(G)

(B)

(E)

(H)

(C)

(F)

(I)

SSC-H

SSC-H

FSC-H

SSC-H

SSC-H

DCV rojo

SSC-H

SSC-H

RESULTADOS



| 148 |

3.2.1.  Estudio cuantitativo de la subpoblación de células SPop al diagnóstico
y durante el tratamiento con el ITQ 

A continuación se muestran tres ejemplos representativos de la evolución de la frac-
ción de células SPop desde el diagnóstico y/o durante el tratamiento con el ITQ 
(Figura 32). 

Figura 32. Imágenes correspondientes al análisis de la fracción de células SPop en tres pacientes estudia-
dos desde el diagnóstico y a los 3 y 6 meses de tratamiento con el ITQ (A-B) y en un paciente estudiado a 
los 3 y 6 meses de tratamiento así como en la muestra posterior a la pérdida de la RMM (C).
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La primera paciente (Figura 32-A) fue diagnosticada de LMC en FC a los 87 años 
de edad, con índice Sokal intermedio. La ratio BCR-ABL1/ABL1 (IS) en el momento 
del diagnóstico fue de 36,26% y el cariotipo mostró 20 metafases positivas para Ph, 
sin ninguna anomalía adicional. Inició tratamiento con imatinib pero se cambió a 
dasatinib por intolerancia. En el momento del diagnóstico, la muestra de MO mostró 
una proporción de células de la fracción SPop de 0,91%. La gran mayoría de estas 
células se ubicaron en la región inferior (negativas para DCV azul y rojo), indicativo 
de un grado elevado de quiescencia e indiferenciación. Esto se pudo confirmar al 
estudiar el inmunofenotipo; el 90% de las células SPop fueron negativas para CD34, 
CD38 y CD26 y solamente un 10% de ellas fue positiva para CD34. Para confirmar 
que las células de la parte inferior correspondieran a la fracción de células SPop, se 
seleccionó únicamente esta región y se descartó que fuesen células apoptóticas al 
representarlas en el gráfico para forward vs. side scatter (Figura 31-B). A los 3 meses 
de tratamiento con dasatinib, el paciente presentaba 5 metafases Ph+ y tenía una 
ratio <0,1%. La proporción de células SPop disminuyó y la mayoría se encontraban 
en la parte superior (mayor diferenciación). Al estudiar el inmunofenotipo se ob-
servó un aumento de células CD26+, las cuales eran negativas para CD34 y CD38. 
Finalmente, a los 6 meses de tratamiento con dasatinib la paciente consiguió la RM4 
(ratio 0,0049%). En este momento, la proporción de células SPop disminuyó consi-
derablemente. También se redujo la cantidad de células SPop CD26+ y aumentaron 
las SPop CD34+. 

El segundo paciente (Figura 32-B) fue diagnosticado de LMC en FC a los 44 años, 
con índice Sokal bajo. La ratio BCR-ABL1 en el momento del diagnóstico fue de 406% 
y el cariotipo mostró 20 metafases positivas para Ph, sin ninguna anomalía adicional. 
Inició tratamiento con imatinib.  En el momento del diagnóstico, la muestra de MO 
mostró una proporción de células de la fracción SPop de 0,2%, todas ellas ubicadas 
en la parte superior. No obstante, el estudio del inmunofenotipo mostró que la ma-
yoría de células SPop eran negativas para CD34, CD38 y CD26.  A los 3 meses de 
tratamiento con imatinib el paciente consiguió la RCC y la ratio fue de 1,09%. La 
proporción de células SPop disminuyó y aumentó la expresión de los tres marcado-
res (CD34, CD38 y CD26) en estas células. Se descartó la región de la parte inferior 
porque al analizarlas por separado (forward vs. side scatter) aparecían en la región co-
rrespondiente a las células apoptóticas. Finalmente, a los 6 meses de tratamiento con 
imatinib el paciente seguía en RCC pero sin llegar a obtener la RMM (ratio 0,486%). 
En este momento la proporción de células SPop fue algo superior a la del anterior 
control, se mantuvo la expresión de CD34 y disminuyó la expresión de CD26 en las 
SPop. Este paciente consiguió la RM4 a los 21 meses de tratamiento con imatinib. 
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La tercera paciente (Figura 32-C) fue diagnosticada de LMC en FC a los 18 años, con 
índice Sokal bajo. La ratio BCR-ABL1 en el momento del diagnóstico fue de 139% y 
el cariotipo mostró 20 metafases positivas para Ph, sin ninguna anomalía adicional. 
La paciente inició tratamiento con imatinib. No se pudo analizar la muestra en el 
momento del diagnóstico. A los 3 meses de tratamiento con imatinib, la paciente 
estaba en RCP (dos metafases Ph+) y tenía una ratio de 2,8%. En ese momento se 
observó una elevada proporción de células de la SPop; el 90% de estas eran nega-
tivas para los tres marcadores y un 10% eran CD34-CD38-CD26+. A los 6 meses de 
tratamiento con imatinib, la paciente ya estaba en RCC pero aún no había logrado 
alcanzar la RMM (ratio 0,327%). En este momento, la proporción de células SPop fue 
muy similar a la observada a los 3 meses, aunque en este caso prácticamente todas 
las células aparecían en la parte superior. Destaca el marcado aumento en la expre-
sión de CD26, siendo el 90% de las células SPop CD34-CD38-CD26+. Cinco meses 
después, la paciente consiguió la RMM pero al poco tiempo la perdió. Se analizó 
la muestra de MO después de la pérdida de la RMM y cuando la paciente ya había 
recuperado este nivel de respuesta (ratio 0,0706%); a los 16 meses, la proporción de 
células SPop disminuyó de forma significativa y éstas mostraron un inmunofenotipo 
similar al observado a los 3 meses, siendo el 90% de ellas negativas para todos los 
marcadores. Hasta la fecha, la paciente no ha conseguido la RM4. 
 
3.2.2. Análisis cuantitativo y caracterización inmunofenotípica de la subpobla-
ción de células SPop en los pacientes que discontinuaron el tratamiento 

Dado que el número de eventos de interés (recaídas moleculares) era bajo, se hizo un 
análisis meramente descriptivo de los datos disponibles y las diferencias encontradas 
entre los dos grupos deberían tomarse con cautela (Figura 33). Primero, se calculó el 
número absoluto de células SPop/mm3 tanto para los pacientes con LMC como para 
los pacientes estudiados al diagnóstico. Tal y como se observa en la Figura 33-A, el 
número de células SPop en el momento del diagnóstico de la LMC fue significati-
vamente superior comparado con los valores de los pacientes en RMP que discon-
tinuaron el ITQ (tanto para los que mantenían la RLT como para los que recayeron). 
No obstante, no se observaron diferencias entre los dos grupos de pacientes con 
LMC (RLT vs. recaída). Posteriormente, se analizó el total de células viables de la MO 
positivas para CD34, CD38 y CD26 en los pacientes con LMC que discontinuaron 
el tratamiento (Figura 33-B,C,D). Se observó una reducción significativa del número 
de células positivas para los tres marcadores entre el momento de la suspensión y el 
análisis a los 6 meses post-discontinuación en los pacientes que mantuvieron la RLT. 
Para el marcador CD26, los pacientes en RLT presentaron una cantidad significativa-
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mente mayor de células CD26+ en el momento de la suspensión del ITQ comparado 
con los pacientes que perdieron la RMM. Sin embargo, las células CD26+ disminu-
yeron significativamente a los 6 meses post-discontinuación en los pacientes en RLT 
y aumentaron, mostrando una tendencia (p=0,057), en los pacientes con pérdida de 
RMM en el momento de la recaída. En cuanto a la expresión de estos mismos mar-
cadores en la subpoblación de células de la SPop, en general se observó una baja 
proporción de células SPop positivas para dichos marcadores. Únicamente en los pa-
cientes que mantuvieron la RLT, la expresión de CD38 y CD26 fue algo más elevada 
en el momento de la suspensión del tratamiento pero posteriormente se redujo de 
manera significativa (Figura 33-E,F,G). 

Finalmente, se representó gráficamente el valor absoluto (cels/mm3) de la población 
de células CD34+CD38-CD26+ tanto para el total de células viables de la MO como 
dentro de la población de células SPop (Figura 33-H,I), siendo muy similares entre 
ambos grupos de pacientes (RLT vs. recaída). Solamente destaca el aumento (no sig-
nificativo) de células SPop CD34+CD38-CD26+ en el momento de la recaída en los 
pacientes que pierden la RMM.

Figura 33. (Continúa en la página siguiente).

(A)
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Figura 33. Cifra absoluta del total de células SPop (A), del total de células viables de la MO positivas para 
CD34 (B), CD38 (C) y CD26 (D) y el total de células de la SPop positivas para CD34 (E), CD38 (F) y CD26 
(G). Los dos últimos gráficos muestran la cifra absoluta de células CD34+CD38-CD26+ en (H) el total de 
células viables en la MO y (I) en la fracción de células SPop. Cada punto corresponde a una muestra y 
las barras representan la mediana + rango intercuartil (IQR). Todas las muestras fueron adquiridas en el 
citómetro de flujo de enfoque acústico AttuneTM NxT (Thermo Fisher). RLT: remisión libre de tratamiento; 
6 meses POST: 6 meses tras la discontinuación del ITQ:  *: p<0,05; **: <0,01. 

(B)

(E)

(H)

(C)

(F)

(I)

(D)
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3.3. Análisis y cuantificación de las células Natural Killer

El estudio de las diferentes poblaciones de células NK se realizó en un total de 18 
pacientes (Tabla 21). El análisis se llevó a cabo en el momento de la suspensión 
del ITQ y a los 6 meses post-suspensión (en aquellos pacientes en RLT y con este 
período de seguimiento, n = 11) o en el momento de la recaída y siempre antes de 
reiniciar el ITQ (n = 4). En el paciente Pt-14 (Tabla 21) no fue posible el análisis a los 
6 meses post-suspensión y dos pacientes (Pt-16 y Pt-18, Tabla 21) presentaban, en 
el momento de escritura de esta tesis, un período de seguimiento post-discontinua-
ción inferior a los 6 meses. Además, se analizaron las células NK en un total de 10 
controles sanos. 

En la Figura 34 se muestra un ejemplo del análisis llevado a cabo para la cuantifica-
ción de las células NK (total y diferentes subtipos). 

Figura 34. Ejemplo representativo del análisis de las diferentes poblaciones de células NK mediante el 
software Kaluza analysis. (A) Selección de los linfocitos, discriminando por tamaño y complejidad morfoló-
gica (forward vs. side scatter, FS vs. SS). (B) En la población de linfocitos, selección de las células NK (CD3-
CD56+), excluyendo los linfocitos T (CD3+). (C) En la población de células NK, selección de las células NK 
CD56bright (CD56++/CD16-) y las células NK CD56dim (CD56+/CD16+). (D) En la población de células 
NK, selección de las células NK CD57+. 

(A)

(C)

(B)

(D)
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De la misma manera que en el apartado anterior, por el número reducido de eventos 
(recaídas) en el momento del análisis, se estudiaron los datos de forma descriptiva y 
las diferencias encontradas entre los dos grupos no son concluyentes. En relación al 
número total de células NK (valor absoluto), los controles sanos presentaron valores 
superiores comparado con los pacientes con LMC en el momento de la suspensión 
del ITQ (mediana 226 cels/mm3 (extremos 190 - 610)), siendo esta diferencia signifi-
cativa al compararlo con los pacientes que mantuvieron la RLT (mediana 201,5 cels/
mm3 (extremos 82 - 507), p=0,043) y con una tendencia (no significativa) al compa-
rarlo con los pacientes que presentaron recaída molecular (mediana 218 cels/mm3 
(extremos 126-218), p=0,056) (Figura 35-A). Los pacientes que mantuvieron la RLT 
presentaron un aumento significativo en el número de células NK totales a los 6 
meses post-discontinuación (mediana 279 cels/mm3 (extremos 114 - 505), p=0,048), 
a diferencia de los que recayeron, ya que se observó una reducción (mediana 148 
cels/mm3 (extremos 57,6 - 414), no significativa) del número de células NK en todos 
los pacientes excepto en un paciente (Pt-15, Tabla 21), en el que estas células au-
mentaron. No obstante, el promedio de células NK totales no fue significativamente 
diferente entre los pacientes en RLT y los pacientes con recaída en el momento de la 
suspensión del tratamiento (p=0,915), siendo, de hecho, algo superior en el grupo 
de las recaídas (201,5 cels/mm3 vs. 218 cels/mm3). 

Respecto a la fracción de células NK más inmaduras, con elevada expresión del mar-
cador CD56 (NK CD56bright), no se observaron diferencias significativas entre los 
pacientes en RLT y los pacientes con recaída en el momento de la discontinuación 
(medianas 5 cels/mm3 vs. 4,5 cels/mm3, respectivamente, p=0,915). Tampoco se ob-
servaron diferencias significativas entre ningún otro grupo. En este caso, los pacien-
tes con LMC presentaron un mayor número de estas células comparado con los 
controles sanos (mediana controles sanos 3 cels/mm3 (extremos 1 - 13), diferencias 
no significativas) (Figura 35-B). 

Siguiendo un patrón similar al observado en el número de células NK totales, la frac-
ción de células NK más maduras y citotóxicas, las NK CD56dim (con baja expresión 
del marcador CD56) fueron superiores en los controles sanos (mediana 215,5 cels/mm3 

(extremos 170 - 540)) comparado con los pacientes con LMC, siendo significativas las 
diferencias al compararlo con los pacientes en RLT en el momento de la discontinua-
ción (mediana 174 cels/mm3 (extremos 69 - 476), p=0,033) y mostrando una tenden-
cia en los pacientes que presentaron recaída (mediana 199 cels/mm3 (extremos 117,9 
- 203), p=0,054). No se observaron diferencias en el momento de la discontinuación 
entre los pacientes en RLT y los que recayeron, pero sí dentro del grupo de pacien-
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tes en RLT, ya que la fracción CD56dim aumentó a los 6 meses post-discontinuación 
(mediana 255 cels/mm3 (extremos 81 - 480), p=0,024). En el caso de los pacientes 
con pérdida de RMM, todos presentaron una disminución de las células CD56dim 
excepto un paciente, en el que, a diferencia del resto, aumentaron (Pt-15, Tabla 21) 
(mediana 129,8 cels/mm3 (extremos 47 - 402), Figura 35-C).

Finalmente, al estudiar la fracción de células NK CD57+ (las más maduras y diferen-
ciadas) no observamos diferencias estadísticamente significativas entre ninguno de 
los grupos. No obstante, en el momento de la discontinuación la mediana de esta 
fracción celular en los pacientes que mantuvieron la RLT fue algo superior compara-
do con los pacientes que recayeron. Estas células aumentaron en el grupo de pacien-
tes que mantuvo la RLT a los 6 meses tras la discontinuación, aunque esta diferencia 
no fue significativa (p=0,182) (Figura 35-D).

Figura 35. Cifra absoluta de células NK totales (A), células NK CD56bright (B), células NK CD56dim (C)  
y células NK CD57+ (D) para los controles sanos y los pacientes con LMC que discontinuaron el trata-
miento (momento de la suspensión y 6 meses post-suspensión/recaída). Cada punto corresponde a una 
muestra y las barras representan la mediana + IQR. RLT; remisión libre de tratamiento. *; p<0,05. 
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(B)
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3.4. Análisis caso a caso: descripción integrada de los diferentes pará-
metros biológicos estudiados en los pacientes que presentaron recaída 
molecular y comparación con pacientes que mantuvieron la RLT. 

Con el objetivo de estudiar en profundidad las características biológicas de los pa-
cientes con recaída molecular de los que se dispone de datos biológicos (Tabla 21), 
a continuación se presenta caso por caso (n=4) el análisis integrado de estos pará-
metros y se compara con un paciente con características clínicas basales similares 
(años ITQ, años en RM4 y años en RM4.5) y que continuaba en RLT en el momento 
del análisis. Se muestran las imágenes correspondientes al análisis de la SPop en 
el momento de la discontinuación y en el momento de la recaída o a los 6 meses 
post-discontinuación en los pacientes que mantenían la RLT. En las tablas se reco-
gen los datos de mayor relevancia obtenidos en los diferentes estudios biológicos 
llevados a cabo en estos pacientes y se destacan las diferencias observadas entre el 
momento de la suspensión y en el análisis posterior. 

3.4.1. Caso A: paciente nº8 (pérdida RMM) vs. paciente nº1 (RLT)
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Figura 36. Imágenes correspondientes al análisis de la fracción de células SPop en un paciente que recae 
(paciente 8) y en uno que mantiene la RLT (paciente 1). Se muestra el análisis en el momento de la discon-
tinuación para ambos pacientes (A y B), en el momento de la recaída del paciente 8 (C) y a los 6 meses 
tras la discontinuación en el paciente 1 (D). 

Tabla 22. Resumen de los principales hallazgos en los estudios biológicos.

Paciente 8 (Pérdida RMM) Paciente 1 (RLT)

Total años ITQ 8 8,5

Años en RM4 6,7 5,6

Años en RM4.5 5,4 5,1

SPop

La proporción de células SPop no varía entre 
el momento de la suspensión y el momento de 
la recaída. En la suspensión, SPop con menor 
expresión del transportador ABCG2 y con per-
fil más diferenciado (células parte superior). En 
la recaída, aumenta el número de células con 
elevada expresión de ABCG2 y más indiferen-
ciadas (células de la parte inferior).

Reducción considerable de la proporción de 
células SPop. En la suspensión, mayor pre-
sencia de células diferenciadas (parte supe-
rior) que se reducen al mínimo a los 6 meses 
post-discontinuación.

Inmunofenotipo células viables MO:
Suspensión:
Células totales CD34+ = 14 cels/mm3

Células totales CD38+ = 215 cels/mm3

Células totales CD26+ = 157 cels/mm3

Células CD34+CD38-CD26+ = 35 cels/mm3

Recaída:
Células totales CD34+ = 69 cels/mm3

Células totales CD38+ = 629 cels/mm3

Células totales CD26+ = 601 cels/mm3

Células CD34+CD38-CD26+ = 24,6 cels/mm3

Inmunofenotipo células viables MO:
Suspensión:
Células totales CD34+ = 229 cels/mm3

Células totales CD38+ = 728 cels/mm3

Células totales CD26+ = 712 cels/mm3

Células CD34+CD38-CD26+ = 129 cels/mm3

6 meses post-discontinuación:
Células totales CD34+ = 281 cels/mm3

Células totales CD38+ = 1175 cels/mm3

Células totales CD26+ = 86 cels/mm3

Células CD34+CD38-CD26+ = 0 cels/mm3

Inmunofenotipo SPop: 
Suspensión:
SPop CD34+ = 0 cels/mm3

SPop CD38+ = 0,3 cels/mm3

SPop CD26+ = 4,2 cels/mm3

SPop CD34+CD38-CD26+ = 0,034 cels/mm3

Recaída:
SPop CD34+ = 1,2 cels/mm3

SPop CD38+ = 2,8 cels/mm3

SPop CD26+ = 2,1 cels/mm3

SPop CD34+CD38-CD26+ = 0,108 cels/mm3

Inmunofenotipo SPop: 
Suspensión:
SPop CD34+ = 2 cels/mm3

SPop CD38+ = 3 cels/mm3

SPop CD26+ = 11 cels/mm3

SPop CD34+CD38-CD26+ = 0,129 cels/mm3

6 meses post-discontinuación:
SPop CD34+ = 0,2 cels/mm3

SPop CD38+ = 0,3 cels/mm3

SPop CD26+ = 0,2 cels/mm3

SPop CD34+CD38-CD26+ = 0 cels/mm3

Células NK

Reducción de células NK totales entre la 
suspensión y la recaída. 

Aumento células NK totales entre la suspen-
sión y los 6 meses posteriores.

CD56bright: se mantienen iguales. CD56bright: aumentan un mínimo.

CD56dim: disminuyen en la recaída. CD56dim: aumentan. 

CD57+: se mantienen iguales. CD57+: aumentan un mínimo.

dPCR

5 muestras estudiadas: 3 positivas por dPCR 
(12 meses PRE, 6 meses PRE y momento 
suspensión)

7 muestras estudiadas: todas negativas por 
dPCR excepto 1 (6 meses POST)

Suspensión: 
0,0734 copias BCR-ABL1/μL

Suspensión: 
0 copias BCR-ABL1/μL

RMM: respuesta molecular mayor; RLT: remisión libre de tratamiento; ITQ: inhibidor de la tirosina quinasa; RM4: 
respuesta molecular grado 4; RM4.5: respuesta molecular grado 4.5; SPop: side population; NK: natural killer; 
dPCR: PCR digital; PRE: previo a la discontinuación; POST: tras la discontinuación.
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Los dos pacientes analizados presentaban unas características basales muy pareci-
das. En este caso, el paciente que recayó tras la discontinuación (Pt-8) llevaba más 
años en RM4 que el paciente que seguía en RLT (Pt-1). 

A nivel biológico, la proporción de células SPop fue muy similar entre ambos pacien-
tes en el momento de la suspensión del ITQ, pero se redujo prácticamente a cero 
en el paciente que mantuvo la RLT a los 6 meses post-suspensión. En cambio, el 
paciente que recayó tenía una cantidad de células SPop superior en el momento de 
la recaída. En este caso se observó un cambio de fenotipo de las células SPop, más 
diferenciadas y con menor expresión del transportador ABCG2 en el momento de 
la suspensión (aparecen en la parte superior) y con un fenotipo más indiferenciado 
y con mayor expresión de ABCG2 en el momento de la recaída (células de la parte 
inferior). 
Respecto al inmunofenotipo de las células viables de la MO, en el Pt-8 se observó 
un aumento de la expresión de todos los marcadores de superficie entre la suspen-
sión y la recaída, aunque las células CD34+CD38-CD26+ disminuyeron ligeramen-
te. En cambio, en el Pt-1, el cambio que más destaca es la disminución de células 
CD34+CD38-CD26+, siendo nulas a los 6 meses post-discontinuación. 
En referencia al inmunofenotipo de las células SPop, en el Pt-8 la expresión de CD26 
en las células SPop disminuyó entre ambos tiempos; en la discontinuación, el 83% de 
las células que aparecen en la parte superior eran CD26+. En cambio, en la recaída, 
las células de la parte superior perdieron expresión de CD26 (11%) y aumentaron la 
expresión de CD34 (de 2% a 13%) y CD38 (de 4% a 15%), y las células de la parte 
inferior presentaron muy poca expresión de estos 3 marcadores (indicativo de un ma-
yor grado de quiescencia). En el caso del paciente que mantuvo la RLT (Pt-1), el 50% 
de las células SPop que aparecen en la parte superior en el momento de la disconti-
nuación expresaban CD26, y la expresión de este marcador se redujo prácticamente 
a 0 en el análisis tras los 6 meses de discontinuación. A nivel general, la expresión de 
CD26+ en las células de la MO del paciente que recayó aumentó significativamente 
comparado con el paciente que mantuvo la RLT a los 6 meses. 

En relación a las células NK, a pesar de que el pt-8 (recaída) tenía un mayor número 
de células NK totales en el momento de la suspensión comparado con el paciente en 
RLT (pt-1) (218 cels/mm3 vs. 140 cels/mm3, respectivamente), el paciente que recayó 
presentó una reducción significativa de estas células en el momento de la recaída, 
a diferencia del paciente en RLT, en el que aumentaron. Destacar la diferencia en el 
número de células NK CD57+ entre ambos pacientes, mucho menor en el paciente 
que recayó, tanto en el momento de la suspensión como en la recaída (17 cels/mm3 y 
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18 cels/mm3 en el paciente con recaída vs. 75 cels/mm3 y 88 cels/mm3 en el paciente 
RLT). El análisis de las copias de BCR-ABL1 por dPCR parecía indicar mayor persis-
tencia de células de la LMC en el paciente que recayó. 

3.4.2. Caso B: paciente nº11 (pérdida RMM) vs. paciente nº12 (RLT)

Figura 37. Imágenes correspondientes al análisis de la fracción de células SPop en un paciente que recae 
(paciente 11) y en uno que mantiene la RLT (paciente 12). Se muestra el análisis en el momento de la 
discontinuación para ambos pacientes (A y B), en el momento de la recaída del paciente 11 (C) y a los 6 
meses tras la discontinuación en el paciente 12 (D).
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Tabla 23. Resumen de los principales hallazgos en los estudios biológicos.

Paciente 11 (Pérdida RMM) Paciente 12 (RLT)

Total años ITQ 7,8 7,6

Años en RM4 4 5,6

Años en RM4.5 4 4,6

SPop

La proporción de células SPop disminuye 
ligeramente entre el momento de la suspen-
sión y el momento de la recaída. Tanto en la 
suspensión como en la recaída, la mayoría de 
células SPop aparecen en la parte superior 
(más diferenciadas y menor expresión de 
ABCG2).

La proporción de células SPop disminuye 
ligeramente entre el momento de la suspen-
sión y los 6 meses posteriores. En ambos tiem-
pos de análisis, la mayoría de células SPop 
aparecen en la parte inferior (indiferenciadas 
y con mayor expresión de ABCG2).

Inmunofenotipo células viables MO:
Suspensión:
Células totales CD34+ = 323 cels/mm3

Células totales CD38+ = 836 cels/mm3

Células totales CD26+ = 221 cels/mm3

Células CD34+CD38-CD26+ = 7 cels/mm3

Recaída:
Células totales CD34+ = 218 cels/mm3

Células totales CD38+ = 600 cels/mm3

Células totales CD26+ = 934 cels/mm3

Células CD34+CD38-CD26+ = 108 cels/mm3

Inmunofenotipo células viables MO:
Suspensión:
Células totales CD34+ = 209 cels/mm3

Células totales CD38+ = 994 cels/mm3

Células totales CD26+ =  381 cels/mm3

Células CD34+CD38-CD26+ = 38 cels/mm3

6 meses post-discontinuación:
Células totales CD34+ = 186 cels/mm3

Células totales CD38+ = 102 cels/mm3

Células totales CD26+ = 83 cels/mm3

Células CD34+CD38-CD26+ = 102 cels/mm3

Inmunofenotipo SPop: 
Suspensión:
SPop CD34+ = 1,9 cels/mm3

SPop CD38+ = 0,6 cels/mm3

SPop CD26+ = 0,3 cels/mm3

SPop CD34+CD38-CD26+ = 0,427 cels/mm3

Recaída:
SPop CD34+ = 3,9 cels/mm3

SPop CD38+ = 0,8 cels/mm3

SPop CD26+ = 0,7 cels/mm3

SPop CD34+CD38-CD26+ = 0,685 cels/mm3

Inmunofenotipo SPop: 
Suspensión:
SPop CD34+ = 3,82 cels/mm3

SPop CD38+ =  0,3 cels/mm3

SPop CD26+ = 0,19 cels/mm3

SPop CD34+CD38-CD26+ = 1,407 cels/mm3

6 meses post-discontinuación:
SPop CD34+ = 1,1 cels/mm3

SPop CD38+ =  0 cels/mm3

SPop CD26+ = 0 cels/mm3

SPop CD34+CD38-CD26+ = 0,684 cels/mm3

Células NK

Reducción de células NK totales entre la 
suspensión y la recaída. 

Reducción de células NK totales entre la 
suspensión y los 6 meses POST.

CD56bright: se mantienen iguales. CD56bright: aumentan un mínimo.

CD56dim: disminuyen en la recaída. CD56dim: disminuyen.

CD57+: disminuyen en la recaída. CD57+: disminuyen un mínimo.

dPCR

7 muestras estudiadas: 2 positivas por dPCR 
(momento suspensión y 1 mes POST).

7 muestras estudiadas: todas negativas por 
dPCR.

Suspensión: 
0,0744 copias BCR-ABL1/μL

Suspensión: 
0 copias BCR-ABL1/μL

RMM: respuesta molecular mayor; RLT: remisión libre de tratamiento; ITQ: inhibidor de la tirosina quinasa; RM4: 
respuesta molecular grado 4; RM4.5: respuesta molecular grado 4.5; SPop: side population; NK: natural killer; 
dPCR: PCR digital; POST: tras la discontinuación.
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Estos dos pacientes presentaban unas características basales muy similares en cuan-
to al total de años con ITQ, pero el total de años en RMP en el paciente que recayó 
(pt-11) fue algo inferior al total de años en RMP del paciente que mantuvo la RLT 
(pt-12). 

A nivel biológico, la proporción de células SPop era muy similar entre ambos pacien-
tes y para los dos tiempos de análisis. En el inmunofenotipo de las células viables de 
la MO, cabe destacar el aumento de células CD26+ totales en el paciente que re-
cayó comparado con el paciente que mantuvo la RLT, en el que éstas disminuyeron. 
No obstante, la cantidad de células CD34+CD38-CD26+ fue similar entre ambos 
pacientes. 
Respecto al inmunofenotipo de la SPop, en el pt-11 se observó que el 11% de las 
células SPop de la parte inferior presentes en el momento de la discontinuación eran 
CD34-CD38-CD26+ y que la expresión de todos los marcadores para esta fracción 
SPop de la parte inferior fue negativa en el momento de la recaída. En el pt-12, las 
células SPop en el momento de la discontinuación expresaban sobre todo CD34 
(30%) y tenían una baja o nula expresión de CD38 y CD26. A los 6 meses post-dis-
continuación, aumentó la expresión de CD26 en las células SPop de la parte inferior 
(20%). 

El papel de las células NK no sería relevante entre ambos pacientes ya que prácti-
camente presentaban un cantidad de células NK totales similares (también para los 
diferentes subtipos) en los dos análisis realizados en ambos pacientes, aunque el 
total de células NK en el momento de la suspensión fue algo superior en el paciente 
que mantuvo la RLT (232 cels/mm3 vs. 217 cels/mm3). En ambos casos, la cantidad 
total de células NK y los subtipos CD56dim y CD57+ disminuyen en el momento del 
análisis post-discontinuación. Igual que en el caso anterior (caso A), el análisis de las 
copias de BCR-ABL1 por dPCR parecía indicar mayor persistencia de células de la 
LMC en el paciente que recayó.   
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3.4.3. Caso C: paciente nº15 (pérdida RMM) vs. paciente nº10 (RLT)

Figura 38. Imágenes correspondientes al análisis de la fracción de células SPop en un paciente que recae 
(paciente 15) y en uno que mantiene la RLT (paciente 10). Se muestra el análisis en el momento de la dis-
continuación para ambos pacientes (A y B), y a los 6 meses tras la discontinuación en el paciente 10 (D). 
No se pudo realizar el análisis en el mometo de la recaída del paciente 15 (C).
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Tabla 24. Resumen de los principales hallazgos en los estudios biológicos.

Paciente 15 (Pérdida RMM) Paciente 10 (RLT)

Total años ITQ 7,1 3,6

Años en RM4 2,4 2,9

Años en RM4.5 (1 mes) 2,4

SPop

Mayor proporción de células SPop 
en el momento de la suspensión, mostrando 
un patrón característico de estas células.

Muy poca cantidad de células SPop en el 
momento de la suspensión. La proporción 
aumenta entre el momento de la suspensión 
y los 6 meses posteriores. 

Inmunofenotipo células viables MO:
Suspensión:
Células totales CD34+ = 260 cels/mm3

Células totales CD38+ = 286 cels/mm3

Células totales CD26+ = 325 cels/mm3

Células CD34+CD38-CD26+ = 186 cels/mm3

Recaída:
No se pudo obtener muestra

Inmunofenotipo células viables MO:
Suspensión:
Células totales CD34+ = 61 cels/mm3

Células totales CD38+ = 107 cels/mm3

Células totales CD26+ =  28 cels/mm3

Células CD34+CD38-CD26+ = 7 cels/mm3

6 meses post-discontinuación:
Células totales CD34+ = 142 cels/mm3

Células totales CD38+ = 60 cels/mm3

Células totales CD26+ = 50 cels/mm3

Células CD34+CD38-CD26+ = 17 cels/mm3 

Inmunofenotipo SPop: 
Suspensión:
SPop CD34+ = 20,4 cels/mm3

SPop CD38+ = 4,2 cels/mm3

SPop CD26+ = 5,2 cels/mm3

SPop CD34+CD38-CD26+ = 0,527 cels/mm3

Recaída:
No se pudo obtener muestra

Inmunofenotipo SPop: 
Suspensión:
SPop CD34+ = 0 cels/mm3

SPop CD38+ =  0 cels/mm3

SPop CD26+ = 0 cels/mm3

SPop CD34+CD38-CD26+ = 0 cels/mm3

6 meses post-discontinuación:
SPop CD34+ = 2 cels/mm3

SPop CD38+ =  0 cels/mm3

SPop CD26+ = 0,1 cels/mm3

SPop CD34+CD38-CD26+ = 0,049 cels/mm3

Células NK

Aumento de células NK totales 
entre la suspensión y la recaída. 

Aumento de células NK totales 
entre la suspensión y los 6 meses POST.

CD56bright: reducción mínima. CD56bright: aumentan un mínimo.

CD56dim: aumentan en la recaída. CD56dim: aumentan.

CD57+: aumentan en la recaída. CD57+: aumentan un mínimo.

dPCR

5 muestras estudiadas: 4 positivas por dPCR 
(excepto momento suspensión).

7 muestras estudiadas: 
4 muestras positivas por dPCR.

Suspensión: 
0 copias BCR-ABL1/μL

Suspensión: 
0,171 copias BCR-ABL1/μL

RMM: respuesta molecular mayor; RLT: remisión libre de tratamiento; ITQ: inhibidor de la tirosina quinasa; RM4: 
respuesta molecular grado 4; RM4.5: respuesta molecular grado 4.5; SPop: side population; NK: natural killer; 
dPCR: PCR digital; POST: tras la discontinuación.
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A pesar de que el paciente que recayó (pt-15) fue tratado durante más años con ITQ 
comparado con el paciente que mantuvo la RLT (pt-10) y el tiempo en RM4 fue muy 
parecido, destaca el hecho de que el pt-15 obtuvo la RM4.5 poco antes de suspen-
der el tratamiento, por lo que llegó a estar en este nivel de respuesta no más de un 
mes. En cambio, el pt-10 consiguió la RM4.5 poco después de conseguir la RM4, y 
estuvo un total de 2,4 años en RM4.5 previo a la suspensión del ITQ. En este caso, 
no fue posible analizar la muestra en el momento de la recaída en el pt-15. 

A nivel biológico, la principal diferencia entre ambos pacientes fue la cantidad de 
células SPop en el momento de la suspensión, ya que en el paciente que recayó la 
proporción fue mucho más elevada. El paciente que recayó (pt-15) presentó mayor 
cantidad de células CD34+CD38-CD26+ en la MO en el momento de la discontinua-
ción comparado con el paciente que mantuvo la RLT (pt-10). 

Respecto al inmunofenotipo de las células SPop, en el pt-15 el 60% de las células 
SPop expresaban CD34 a lo largo de toda la región marcada. El 45% de las células 
SPop de la parte inferior expresaban CD26 y este porcentaje se reduce a medida que 
subimos por la región delimitada. La expresión de CD38 también fue elevada (60%) 
en las SPop de la parte inferior. En cambio, en el pt-10 (RLT) las células SPop en el 
momento de la discontinuación tenían muy poca expresión de los tres marcadores. 
A los 6 meses post-discontinuación, solamente aumentó la expresión de CD34, lle-
gando a ser de 80% en las células de la parte superior y del 55% en las células de la 
parte inferior, siendo todas ellas negativas para CD38 y CD26. 

Respecto a las células NK, destacaba el aumento importante de células NK (todos los 
subtipos) en el momento de la recaída (pt-15). En ambos pacientes, las células NK 
totales, CD56dim y CD57+ aumentaron desde la discontinuación, pero el paciente 
que mantuvo la RLT tenía mayor cantidad de células NK totales en el momento de la 
suspensión  (292 cels/mm3 vs. 156 cels/mm3). En relación al análisis de los transcritos 
BCR-ABL1 por dPCR, más de la mitad de las muestras estudiadas en ambos pacien-
tes fueron positivas por dPCR. Esto podría ser debido a que el tiempo total en RMP 
en estos dos pacientes fue inferior al del resto de casos discutidos. 
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3.4.4. Caso D: paciente nº17 (pérdida RMM ) vs. paciente nº16 (RLT)

Figura 39. Imágenes correspondientes al análisis de la fracción de células SPop en un paciente que re-
cae (paciente 17) y en uno que mantiene la RLT (paciente 16). Se muestra el análisis en el momento de 
la discontinuación para ambos pacientes (A y B), y en el momento de la recaída en el paciente 17 (C). El 
paciente 16, tenía un período de seguimiento post-discontinuación inferior a los 6 meses en el momento 
de escritura de esta tesis. 
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Tabla 25. Resumen de los principales hallazgos en los estudios biológicos.

Paciente 17 (Pérdida RMM) Paciente 16 (RLT)

Total años ITQ 8,3 5,9

Años en RM4 5,3 5,2

Años en RM4.5 1,7 4,3

SPop

Presencia de células SPop en el momento 
de la suspensión, bien definidas y en mayor 
cantidad en la parte inferior (más indiferen-
ciadas y mayor expresión de ABCG2). Ligero 
aumento en el momento de la recaída. 

Poca cantidad de células SPop 
en el momento de la suspensión.

Inmunofenotipo células viables MO:
Suspensión:
Células totales CD34+ = 62,5 cels/mm3

Células totales CD38+ = 128 cels/mm3

Células totales CD26+ = 212,2 cels/mm3

Células CD34+CD38-CD26+ = 51,7 cels/mm3

Recaída:
Células totales CD34+ = 67,8 cels/mm3

Células totales CD38+ = 128,3 cels/mm3

Células totales CD26+ = 1039,7 cels/mm3

Células CD34+CD38-CD26+ = 63,6 cels/mm3

Inmunofenotipo células viables MO:
Suspensión:
Células totales CD34+ = 94 cels/mm3

Células totales CD38+ = 78 cels/mm3

Células totales CD26+ =  115 cels/mm3

Células CD34+CD38-CD26+ = 33 cels/mm3

6 meses post-discontinuación:
<6 meses en RLT

Inmunofenotipo SPop: 
Suspensión:
SPop CD34+ = 0,2 cels/mm3

SPop CD38+ = 0 cels/mm3

SPop CD26+ = 0,1 cels/mm3

SPop CD34+CD38-CD26+ = 0,036 cels/mm3

Recaída:
SPop CD34+ = 1,4 cels/mm3

SPop CD38+ = 0,2 cels/mm3

SPop CD26+ = 0,6 cels/mm3

SPop CD34+CD38-CD26+ = 0,589 cels/mm3

Inmunofenotipo SPop: 
Suspensión:
SPop CD34+ = 0,1 cels/mm3

SPop CD38+ =  0 cels/mm3

SPop CD26+ = 0 cels/mm3

SPop CD34+CD38-CD26+ = 0,018 cels/mm3

6 meses post-discontinuación:
<6 meses en RLT

Células NK

Células NK totales: se mantienen  
exactamente iguales entre el momento  
de la reducción de la dosis del ITQ y el  
momento de la suspensión. Se reducen  
a la mitad en el momento de la recaída. 

Células NK totales: se mantienen  
exactamente iguales entre el momento  
de la reducción de la dosis del ITQ y  
el momento de la suspensión. 

CD56bright: misma cantidad entre reducción 
dosis ITQ y suspensión pero aumento 
en el momento de la recaída.

CD56bright: misma cantidad entre 
reducción dosis ITQ y suspensión.

CD56dim: misma cantidad entre reducción 
dosis ITQ y suspensión pero disminución 
a la mitad en el momento de la recaída.

CD56dim: misma cantidad entre 
reducción dosis ITQ y suspensión.

CD57+: misma cantidad entre reducción 
dosis ITQ y suspensión pero disminución 
a la mitad en el momento de la recaída.

CD57+: misma cantidad entre 
reducción dosis ITQ y suspensión.

RMM: respuesta molecular mayor; RLT: remisión libre de tratamiento; ITQ: inhibidor de la tirosina quinasa; RM4: 
respuesta molecular grado 4; RM4.5: respuesta molecular grado 4.5; SPop: side population; NK: natural killer.

RESULTADOS



| 167 |

A diferencia de los casos anteriores, estos dos pacientes fueron incluidos en la es-
trategia DESTINY-like (reducción de dosis a la mitad durante el año previo a la dis-
continuación). Se consideró conveniente comparar ambos pacientes y, a pesar de 
que el paciente que mantenía la RLT llevaba menos de 6 meses sin tratamiento, 
está ampliamente demostrado que la mayoría de recaídas se suelen producir en los 
primeros 6 meses. Es de destacar que el paciente que recae (pt-17) fue tratado con 
ITQ durante más tiempo que el paciente que mantuvo la RLT (pt-16) y el tiempo en 
RM4 fuee muy similar. Sin embargo, el paciente en RLT llevaba mucho más tiempo 
en RM4.5 antes de discontinuar el tratamiento. 

A nivel biológico, el paciente que recayó (pt-17) presentaba una mayor proporción 
de células SPop en el momento de la discontinuación. Además, presentó mayor can-
tidad de células CD34+CD38-CD26+ en la MO en el momento de la discontinuación 
comparado con el paciente que mantuvo la RLT (pt-16). 

Respecto al inmunofenotipo de las células SPop, en el momento de la discontinua-
ción, el 37% de las células SPop del pt-17 (recaída) eran CD34+CD38-CD26+. En 
cambio, en pt-16 la gran mayoría de las células SPop eran negativas para los tres 
marcadores. En el momento de la recaída del pt-17, la proporción de células SPop 
aumentó ligeramente, se redujo la expresión de CD34 y la expresión de CD26 se 
mantuvo similar a la del momento de la discontinuación. 

Respecto a las células NK, estas fueron analizadas también en el momento de la 
reducción de la dosis del ITQ para ambos pacientes; no se observó prácticamente 
ninguna diferencia entre el momento de la reducción y el momento previo a la sus-
pensión. En el paciente que recayó se observó una clara reducción del total de cé-
lulas NK, sobretodo de los subtipos más maduros y citotóxicos (CD56dim y CD57+).
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En las últimas décadas, el pronóstico de la LMC ha mejorado sustancialmente gracias 
a la aparición primero de imatinib y posteriormente de los ITQs-2G. Antiguamente 
era una neoplasia incurable en muchos casos, pero hoy en día tiene una superviven-
cia similar a la de la población general. 

Caracterizada por un evento molecular único, el reordenamiento BCR-ABL1, la LMC 
ha puesto de manifiesto la importancia de entender los mecanismos moleculares 
que dan lugar a una enfermedad para poder desarrollar tratamientos dirigidos con-
tra una diana. La mejoría en el pronóstico y supervivencia de los pacientes ha ido 
acompañado, a su vez, de un cambio en los objetivos terapéuticos de la LMC. Da-
das las excelentes respuestas hematológicas y citogenéticas observadas en la gran 
mayoría de pacientes diagnosticados en FC y tratados con ITQ, hoy en día uno de 
los objetivos principales es que los pacientes consigan la RMM, ya que esto asegura 
una SLP de alrededor del 100% [166]. El siguiente objetivo terapéutico es lograr el 
máximo nivel de RM, la RMP, que a su vez permite plantear una posible estrategia de 
suspensión del tratamiento para conseguir una RLT a largo plazo [126]. 

A pesar de todos los avances experimentados, la LMC sigue presentando una se-
rie de retos que dificultan la obtención de los objetivos terapéuticos anteriormente 
mencionados: bajo tratamiento con imatinib, alrededor de un 30% de los pacientes 
interrumpen el tratamiento por toxicidad o fracaso en la obtención de la RMM [58]. 
Por otro lado, se estima que únicamente entre el 35%-40% de los pacientes tratados 
con imatinib en primera línea conseguirá una RMP mantenida [28]. Con los ITQs-2G, 
la probabilidad de alcanzar tanto la RMM como la RMP es superior pero en ocasio-
nes a costa de toxicidades graves [34,40,43]. Finalmente, sólo aquellos pacientes 
que consigan la RMP mantenida después de un periodo de tratamiento con ITQ de 
alrededor de dos años, podrán ser candidatos a discontinuar el tratamiento, pero 
aproximadamente el 50% de éstos recaerá (pérdida de la RMM) especialmente du-
rante los primeros 6 meses post-suspensión. Aunque ciertos factores clínicos como 
la duración del tratamiento con ITQ y la duración de la RMP se asocian a una mayor 
probabilidad de recaída post-suspensión del tratamiento, esto no explica todas la 
recaídas observadas [79]. 

Por ello es interesante disponer de marcadores no sólo clínicos sino también bioló-
gicos que ayuden a predecir la respuesta óptima al tratamiento con imatinib, con el 
objetivo de optimizar al máximo el tratamiento, así como identificar los pacientes 
candidatos a suspender el tratamiento y que van a mantener la RLT a largo plazo. 
Todo ello permitiría aplicar una medicina mucho más personalizada a los pacientes 
con LMC para garantizarles alcanzar los diferentes objetivos terapéuticos con una 
alta probabilidad.  
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Por ello, la presente Tesis Doctoral se ha centrado en la identificación de nuevos 
biomarcadores predictivos de respuesta a imatinib y de recaída tras la suspensión 
del ITQ. Por un lado, en el Trabajo I se ha estudiado la posible asociación entre 
determinados SNPs en genes ADME y el fracaso en la obtención de la RMM con 
imatinib. De la misma manera, el Trabajo II se focaliza en el análisis del papel de la 
LT al diagnóstico de la LMC como predictor de obtención de RMP con imatinib. De 
este modo, la presencia de un SNP concreto o una LT determinada al diagnóstico de 
la LMC nos permitiría identificar un grupo de pacientes con menor probabilidad de 
obtener una RMM o RMP con imatinib y nos obligaría a plantearnos un tratamiento 

con un ITQ-2G en primera línea.

Finalmente, el Trabajo III, se ha centrado en la identificación de posibles variables 
clínicas y biológicas (determinación de transcritos BCR-ABL1 mediante dPCR, cuan-
tificación y caracterización de las células de la SPop y el análisis del inmunofenotipo 
de las células NK), que podrían estar implicados en el mantenimiento o no de la RLT 
tras la discontinuación del ITQ en pacientes con LMC tratados según el protocolo de 
discontinuación del ICO. 
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1

Resistencia primaria a imatinib: 
El papel de la farmacogenética 

La diferencia en la eficacia de los ITQs es debida principalmente a la potencia de 
inhibición de BCR-ABL1 y, en ocasiones, a la pérdida de actividad cuando surgen 
mutaciones puntuales que bloquean la unión del ITQ a la oncoproteína BCR-ABL1 
[167]. En ausencia de mutaciones, otros mecanismos, independientes de BCR-ABL1, 
pueden influir en la respuesta al ITQ. 

Como otros muchos fármacos, los ITQs presentan una elevada variabilidad farmaco-
cinética tanto intraindividual como interindividual. La variabilidad intraindividual está 
asociada a cambios fisiológicos y fisiopatológicos dentro de un mismo individuo, a 
la adherencia al tratamiento así como a las posibles interacciones farmacológicas 
[168]. Por otro lado, la variabilidad interindividual está más asociada a factores am-
bientales y/o genéticos. Parte de las marcadas diferencias entre individuos en cuanto 
a la farmacocinética de imatinib se puede explicar por variantes en los genes que 
codifican para transportadores y enzimas de metabolización de los fármacos, dando 
lugar a diferencias en su actividad. El estudio de los mecanismos implicados en este 
fenómeno es conocido con el nombre de farmacogenética. 

En la LMC, varios estudios han analizado la influencia de polimorfismos en genes 
ADME en la respuesta a imatinib, pero los que hay disponibles hasta el momento 
presentan algunas limitaciones, como el hecho de incluir poblaciones heterogéneas 
de pacientes en diferentes fases de la enfermedad y tratados con otros ITQs ade-
más de imatinib en primera línea, así como el hecho de tener un tamaño de mues-
tra reducido [67,169–172]. Además, la gran mayoría de estudios publicados se han 
centrado en evaluar un número reducido de SNPs en un número limitado de genes 
[66,173–176]. 

En el Trabajo I de esta tesis, se han genotipado 1936 marcadores en 231 genes rela-
cionados con la farmacogenética mediante el array DMET de Affymetrix. El Trabajo 
I se diseñó en dos fases (ambas con pacientes diagnosticados de LMC en FC): una 
fase piloto inicial donde se utilizó este array DMET en un total de 45 pacientes y una 
fase posterior de extensión con una cohorte independiente de 137 pacientes, don-
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de se analizaron únicamente los SNPs significativamente asociados con la respuesta 
a imatinib obtenidos en el estudio piloto. Para el estudio de extensión se utilizó la 
plataforma de genotipado Dynamic ArrayTM IFC de Fluidigm.  

Cabe destacar que en el estudio piloto (n=45), la proporción de pacientes clasifi-
cados como no-respondedores (casos) a imatinib (62%) no se corresponde con lo 
observado en la literatura. Esto es así por dos motivos: el primero es porque al te-
ner un número reducido de pacientes, la selección de estos se hizo con el objetivo 
de maximizar la presencia de pacientes no-respondedores (casos), equilibrando de 
esta manera los dos grupos de pacientes e incrementando así la probabilidad de 
encontrar asociaciones con los polimorfismos estudiados. El segundo motivo es que 
para este primer estudio se consideró como no-respondedor aquellos pacientes con 
ausencia de respuesta òptima a los 12 meses (ratio BCR-ABL1IS>0,1%, que incluye 
tanto pacientes con criterios de alarma como pacientes con criterios de fracaso). Sin 
embargo, en el estudio de extensión posterior (n=137), se consideró como no-res-
pondedores únicamente a los pacientes en situación de fracaso, )según las recomen-
daciones de la ELN de 2013), que motivara a un cambio de ITQ. Por ello, en este 
estudio de extensión la proporción de pacientes resistentes a imatinib (27%) sí que 
se corresponde con lo reportado en la literatura [28,58]. 

1.1. Polimorfismos en genes implicados en el transporte de imati-
nib hacia el interior y el exterior de las células

Las alteraciones en la expresión y actividad de determinados transportadores jue-
gan un papel fundamental en la capacidad de los ITQs para acceder y permanecer 
en el interior de las células leucémicas, donde pueden ejercer su efecto citotóxico. 
Algunas de estas alteraciones pueden dar lugar a resistencia primaria al tratamiento, 
dado que provocan una disminución de la concentración efectiva en la célula, tanto 
por una disminución en la captación del fármaco como por un aumento en la excre-
ción del mismo. 

Uno de los mecanismos de entrada al interior celular mejor estudiados en la LMC 
es el transportador hOCT1, también conocido como SLC22A1. Éste ha sido am-
pliamente relacionado con el transporte activo hacia el interior celular tanto de 
imatinib como de la metformina (fármaco usado para tratar la diabetes tipo II), entre 
otros. Algunos estudios sugieren que la variabilidad en la expresión y actividad de 
hOCT1 juega un papel fundamental en la respuesta a imatinib; aquellos pacientes 
que presentan baja actividad de este transportador tienen una menor probabilidad 
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de conseguir la RMM, mientras que aquellos con elevada expresión presentan ma-
yores tasas de RCC, RMM [177,178] e incluso de RMP [179]. No obstante, esto si-
gue siendo un tema controvertido ya que se ha visto que la metodología para la 
cuantificación de la expresión de hOCT1 (sobretodo en relación al diseño de los 
primers), podría influir claramente en los resultados obtenidos [66]. En esta línea, en 
un metanálisis realizado por Watkins y cols. [180], se describió que los niveles de ex-
presión de hOCT1 no estaban asociados con la RMM a los 12 meses de tratamiento 
con imatinib, pero sí podría estar relacionado con respuestas tardías (más allá de los 
60 meses de tratamiento). Además de los niveles de expresión de hOCT1, varios 
estudios se han centrado en la identificación de polimorfismos en el gen hOCT1/
SLC22A1 y su relación con la respuesta a imatinib. Los estudios más relevantes al 
respecto se describen a continuación: Kim y cols., estudiaron un total de 5 SNPs 
en 229 pacientes y encontraron una asociación entre el genotipo GG de rs683369 
(L160F) y la pérdida de respuesta y fracaso a imatinib [169]. Bazeos y cols. demos-
traron, en una cohorte de 132 pacientes con LMC, que el rs34130495 (G401S) se 
asociaba a la RM con imatinib. Sin embargo, no encontraron ninguna correlación 
para los SNPs rs12208357 (R61C), rs2282143 (P341L), rs4646277 (P283L), rs4646278 
(R287G), rs55918055 (C88R) y rs622342 (variante intrónica) [181]. Zach y cols. ana-
lizaron la presencia del SNP rs12208357 en 35 pacientes con LMC y no encontra-
ron ninguna asociación con la respuesta a imatinib [182]. Maffoli y cols. no obser-
varon ninguna asociación entre los polimorfismos rs12208357, rs628031 (M408V) y 
rs35191146 (M420del), y la respuesta a imatinib en 65 pacientes [171]. White y cols. 
analizaron un total de 136 pacientes con LMC y tampoco obtuvieron ninguna corre-
lación estadísticamente significativa entre 8 SNPs del gen SLC22A1 (rs12208357, 
rs34130495-G401S, rs55918055-C88R, rs2282143, rs36103319-G220V, rs34059508-
G465R, rs628031 y rs35191146) y la RMM a imatinib, la progresión a fases avanzadas 
de la enfermedad o la actividad en hOCT1 [183], aunque estos mismos autores sí 
habían demostrado anteriormente una correlación entre los niveles de expresión de 
hOCT1 y la respuesta a imatinib [62]. Takahashi y cols., en una cohorte de 67 pacien-
tes japoneses afectos de LMC encontraron una asociación entre el genotipo GG de 
rs628031 y la obtención de la RMM con imatinib [184]. Angelini y cols. describieron 
una asociación entre la RMM con imatinib y una combinación de 4 SNPs de SLC22A1 
(rs72552763-MI420I, rs12208357, rs683369-L160P y rs2282143) [176]. Uno de los 
estudios de mayor relevancia es el publicado por Giannoudis y cols., en el que estu-
diaron, mediante cultivos in vitro con líneas celulares, el efecto de los polimorfismos 
rs628031(M408V) y rs35191146(M420del) en la eficacia de absorción de imatinib; las 
células portadoras de la deleción M420del y el alelo M408 (M420del/M408) mostra-
ron una reducción significativa de la absorción de imatinib comparado con las células 
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sin la deleción (M420/M408), pero en cambio las células portadoras de la deleción 
y además el alelo V408 (M420del/V408), no presentaron ninguna reducción en la 
absorción, lo cual sugiere que el alelo V408 estaría contrarrestando el efecto del po-
limorfismo M420del. Sin embargo, cuando estudiaron ambos polimorfismos en una 
cohorte de 195 pacientes con LMC, únicamente encontraron una asociación entre 
el SNP rs35191146(M420del) y la probabilidad de presentar fracaso al tratamiento 
con imatinib. Tal y como se ha mencionado anteriormente, estos mismos autores 
determinaron que algunos de los primers usados en estudios previos para la deter-
minación de la expresión de hOCT1 hibridan justamente con el codón 420, por lo 
que si la deleción M420del está presente, se vería afectada la detección del ARNm 
[66]. Posteriormente, en un estudio publicado por Koren-Michowitz y cols., observa-
ron una tendencia (p-valor=0,06) en la asociación entre los genotipos A/A-A/G de 
rs628031 y una mayor incidencia de fracaso en la respuesta a imatinib, así como una 
correlación entre estos genotipos y la SLE [173]. En esta misma línea, Vaidya y cols. 
también demostraron una correlación entre el SNP rs628031 y la obtención de RCC 
y RMM con imatinib [175].

En el Trabajo I, se analizaron un total de 25 SNPs presentes en el gen SLC22A1 en el 
estudio piloto, mediante el array DMET, y únicamente se encontró una asociación es-
tadísticamente significativa con el SNP rs628031. Posteriormente, este SNP fue ana-
lizado en la cohorte de extensión, donde mantuvo su significación tanto en el análisis 
de asociación para la cohorte total (bajo el modelo de herencia recesivo), como en el 
análisis de validación cruzada (modelo de herencia aditivo) y test por permutaciones 
(modelo de herencia recesivo). También se observó una asociación estadísticamente 
significativa al incluir la variable “tiempo” en el estudio, observando una mayor inci-
dencia de RMM en el grupo de pacientes portadores de los genotipos G/G y A/G. 
El SNP rs628031 representa un cambio de adenina (A) por guanina (G) en la posición 
1222 del gen SLC22A1, correspondiente al exón 7. La consecuencia de este SNP es 
una variante no-sinónima que implica el cambio del aminoácido metionina (Met, M) 
por valina (Val, V) en el codón 408 de la proteína (M [ATG] > V [GTG]). Según bases 
de datos poblacionales como 1000 Genomes, HapMap o ALFA Project, en la po-
blación europea el alelo más frecuente para este SNP es el alelo G (59%), algo que 
pudimos confirmar en nuestra cohorte, siendo las frecuencias alélicas de rs628031 
del 58% para el alelo G y del 42% para el alelo A. Nuestros resultados sugieren que 
tener dos copias del alelo A para este SNP, es decir, ser portador del genotipo A/A, 
estaría asociado a una mayor probabilidad de fracasar a imatinib. Este hallazgo está 
en línea con algunos de los estudios previamente descritos [173,184], así como lo 
observado en el metanálisis realizado por Cargnin y cols. [65]. No obstante, tal y 
como se concluye en este metanálisis, es importante tener en cuenta que los resulta-
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dos obtenidos deben ser tomados con cautela por los siguientes motivos: en nuestra 
serie, los intervalos de confianza (IC95%) obtenidos tanto en el análisis de asociación 
para la cohorte total como los obtenidos en el análisis de incidencias acumuladas de 
RMM para este SNP, bajo el modelo de herencia recesivo, son bastante amplios y 
ello dificulta concluir con firmeza que existe esta asociación. Sería de interés analizar, 
en series más extensas de pacientes, la influencia de diferentes combinaciones de 
haplotipos con otros SNPs de SLC22A1 e incluir en los estudios el papel de la medi-
cación concomitante del paciente, sobretodo si presenta también diabetes tipo II, ya 
que el transportador SLC22A1 tiene un papel relevante en la farmacocinética de la 

metformina y podría competir/interferir con la absorción de imatinib. 

Además del transportador hOCT1/SLC22A1, imatinib también es sustrato para la su-
perfamilia de transportadores ABC, como el transportador ABCB1 (anteriormente 
conocido como P-glicoproteína o multidrug resistance protein 1, MDR1) y el trans-
portador ABCG2 (anteriormente conocido como breast cancer resistance protein, 
BCRP), los cuales están implicados en la excreción de imatinib hacia el exterior de 
las células [185,186]. Algunos estudios sugieren que imatinib actúa como inhibidor 
de estos transportadores [187,188], pero cada vez hay más evidencia y consenso en 
que esta inhibición se produce de manera dosis-dependiente y solamente ocurre si 
la concentración de imatinib es elevada [189]. Los transportadores ABCB1 y ABCG2 
se expresan en una gran variedad de tejidos, incluyendo el hígado, intestino, riñón, 
placenta y la barrera hematoencefálica. La implicación de estos transportadores en 
la resistencia adquirida a los fármacos ha sido extensamente estudiada dado que 
parecen tener un papel evidente como mecanismo de defensa contra la penetración 
al interior celular de xenobióticos. La sobreexpresión de ABCB1 confiere resistencia 
a imatinib en modelos de líneas celulares [190,191]. Varios estudios se han centrado 
en analizar el papel de ciertos polimorfismos en ambos genes de estos dos trans-
portadores. En un metanálisis llevado a cabo por Zheng y cols., se revisaron diversos 
estudios que analizaban el papel de tres SNPs en el gen ABCB1 (rs1128503-G412G, 
rs2032582-S893A/T y rs1045642-I1145I) concluyendo que cada uno de ellos se aso-
cia con la respuesta a imatinib [192]. Por el contrario, Whang y cols. no encontraron 
ninguna relación con estos tres SNPs y la respuesta a imatinib [193]. Posteriormente, 
Jiang y cols. identificaron una asociación significativa entre el SNP rs2231142(C421A) 
de ABCG2 y la obtención de RMM con imatinib, pero ninguno de los SNPs de 
ABCB1 resultó significativo en este metanálisis [194]. En otro estudio llevado a cabo 
por Rajamani y cols., reportaron una asociación significativa entre el SNP rs1128503-
C1236T del gen ABCB1 y la obtención de la RMT a los 3 meses con imatinib. En este 
mismo estudio, observaron que los niveles plasmáticos de imatinib también tenían 
una asociación directa con la obtención de la RMT [195].
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En el estudio piloto del Trabajo I se analizaron un total de 39 SNPs en el gen que 
codifica para el transportador ABCB1 (incluyendo los cuatro SNP mencionados an-
teriormente) y ocho SNPs en el gen que codifica para el transportador ABCG2 (in-
cluyendo el rs2231142). No obstante, ninguno de ellos fue estadísticamente signifi-
cativo en el estudio piloto, por lo que no se incluyó posteriormente en el estudio de 
extensión. Sin embargo, nueve SNPs en diferentes miembros de la superfamilia de 
transportadores ABC fueron significativos en el estudio piloto y fueron incluidos en el 
estudio de extensión (Tabla 9). Solo cuatro mantuvieron la significación en el estudio 
de extensión: el rs492338 del gen ABCG1 y los SNPs rs496550, rs497692 y rs495714 
del gen ABCB11. Todos ellos fueron significativos tanto en el análisis de asociación 
para la cohorte total, como en el análisis de validación cruzada y el test por permu-
taciones. Otro SNP en el gen ABCB11, el rs495714, fue significativo únicamente en 
el análisis de validación cruzada. 

El transportador ABCG1 (ATP-binding cassette sub-family G member 1) se ha aso-
ciado con el transporte de macrófagos y el transporte transmembrana de colesterol 
y fosfolípidos [196,197]. El gen que codifica para este transportador se sitúa en el 
cromosoma 21 y está compuesto por un total de 15 exones. El SNP rs492338 re-
presenta una variante intrónica, por lo que no supone ningún cambio de aminoácido 
en la secuencia de la proteína, aunque podría jugar un papel importante en la co-
rrecta generación de las proteínas. En nuestro estudio, tener una o dos copias del 
alelo C se asoció con una mayor probabilidad de conseguir la RMM con imatinib. 
No obstante, este SNP no ha sido descrito previamente en la LMC ni tampoco ha 
sido relacionado con el transporte de imatinib ni con la respuesta a este tratamiento. 
Teniendo en cuenta la relación previamente demostrada entre imatinib y los niveles 
de colesterol [198], así como el posible efecto potenciador de fármacos modula-
dores del metabolismos del colesterol sobre la actividad anti-leucémica de imati-
nib [199,200], nuestros resultados sugieren que el SNP rs492338 podría implicar un 
cambio en la actividad del transportador ABCG1 que a su vez, afectaría al transporte 
de colesterol, posiblemente produciendo un cambio en la composición lipídica de 
la membrana celular que aumentaría la retención de imatinib en el interior celular y 
potenciaría su efecto. No obstante, para demostrar este posible efecto, serían nece-
sarios estudios funcionales en modelos celulares y animales, testando el efecto no 
solamente de este SNP sino de una batería de variantes en este transportador, así 
como la consecuencia de posibles cambios en su expresión en relación con el efecto 
de imatinib. 

Además del transportador ABCG1, otros tres SNPs presentes en ABCB11 se asocia-
ron significativamente con la respuesta a imatinib. El transportador ABCB11, también 
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conocido como “bomba de extrusión de sales biliares”, se expresa principalmente 
en las células del hígado, los hepatocitos, y es el transportador primario responsa-
ble de la liberación de los ácidos biliares de los hepatocitos hacia la bilis. Algunos 
polimorfismos en el gen que codifica para este transportador han sido relacionados 
con el desarrollo de colestasis [201] así como la aparición de toxicidad hepática a 
diversos fármacos [202,203].

En nuestro estudio, tres SNPs en el gen que codifica para este transportador, el 
rs496550, el rs497692 y el rs495714 parecen estar asociados con la respuesta a 
imatinib. No obstante, ninguno de ellos parece tener una influencia clara cuando se 
considera la RMM como una variable tiempo-dependiente. El rs496550 y rs495714 
representan una variable intrónica y están ubicados en la región 3-prima UTR (un-
translated region), mientras que el rs497692 representa una variante sinónima. 
Un hallazgo interesante en nuestro estudio fue la identificación del haplotipo que  
engloba estos tres SNPs y la asociación entre el genotipo ABCB11-AGA y una menor 
tasa de fracaso a imatinib. No conocemos ningún estudio de farmacocinética que 
haya descrito una relación entre el transportador ABCB11 y la respuesta a imatinib; 
no obstante, teniendo en cuenta nuestros resultados, no puede descartarse que este 
transportador esté directa o indirectamente relacionado con la excreción de imatinib 
desde el hígado hacia el conducto biliar. También es posible que la asociación en-
contrada sea producto del azar, por lo que sería deseable replicar lo observado en 
una cohorte independiente de pacientes con LMC, así como llevar a cabo estudios 
funcionales que evalúen el papel de este transportador en la farmacocinética de 
imatinib. 

1.2. Polimorfismos en genes implicados en el metabolismo de imatinib

El metabolismo de imatinib tiene lugar en el hígado, donde se produce la N-desme-
tilación y da lugar al principal metabolito activo N-desmethyl-imatinib (CPG74588, 
NDIM), equipotente a imatinib. La biotransformación de imatinib a NDIM es un pro-
ceso clínicamente importante, ya que da lugar a una amplia variabilidad en las con-
centraciones plasmáticas de este fármaco. Múltiples ensayos clínicos han demostra-
do que concentraciones plasmáticas de los ITQs por encima de los niveles estándar 
están asociadas a mejores tasas de respuesta [204–206]. Aunque existen varios fac-
tores que pueden influir en esta variabilidad, las diferencias de respuesta observa-
das entre los pacientes podrían estar parcialmente determinadas por polimorfismos 
genéticos en las principales enzimas de metabolización de imatinib; entre ellas, se ha 
descrito que el citocromo CYP3A, sobretodo las isoformas CYP3A4 y CYP3A5, con-
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tribuyen en gran medida en este proceso [207]. También el citocromo CYP2C8 ha ido 
ganando peso como protagonista en la metabolización de imatinib [208,209]. Otras 
isoformas del citocromo P450 como son la CYP1A2, CYP2D6 y CYP2C9 parecen 
jugar un papel (aunque menor) en el metabolismo de imatinib. Varios estudios han 
analizado el papel de diferentes polimorfismos en estas enzimas y su relación con la 
respuesta a imatinib: Kim y cols. reportaron una correlación entre el SNP rs776746 
(CYP3A5) y la RCC con imatinib, observando una menor tasa de respuesta en los 
pacientes portadores del genotipo AA [169], asociación que no fue significativa en 
la cohorte analizada en el estudio de Takahashi y cols. [184]. Posteriormente, en el 
estudio de Angelini y cols. el genotipo AA del SNP rs2740574 (CYP3A4) se asoció 
con una menor probabilidad de conseguir la RMM con imatinib [176]. Barrat y cols. 
demostraron una asociación entre el haplotipo formado por los SNPs rs11572080 y 
rs10509681 de CYP2C8 y unos niveles plasmáticos de imatinib significativamente 
altos. Por el contrario, los pacientes portadores del SNP rs1058930 para la misma 
enzima tenían niveles plasmáticos de imatinib por debajo de la media [210]. En esta 
misma línea, Harivenkatesh y cols. observaron que los pacientes portadores del ge-
notipo GG para el SNP rs776746 (CYP3A5) tenían niveles plasmáticos de imatinib 
superiores a los niveles de los pacientes portadores del genotipo AA, presentando 
estos últimos una mayor tasa de fracaso al tratamiento con imatinib [211]. Reciente-
mente, en un ensayo clínico llevado a cabo por Pena y cols., se analizó la influencia 
de ciertos polimorfismos en varias isoformas del citocromo P450 sobre los niveles 
plasmáticos de imatinib en una cohorte de 26 voluntarios sanos que tomaron una 
única dosis de 400 mg de imatinib. Observaron que el SNP rs374527 de CYP2B6 y 
los SNPs rs35599367 y rs67666821 de CYP3A4 jugaban un papel importante en las 
concentraciones plasmáticas de imatinib y en el perfil de seguridad de este fármaco 
[212].

En el estudio piloto de este trabajo se analizaron múltiples polimorfismos en las di-
ferentes isoformas de la familia del citocromo P450. Un total de 17 variantes fueron 
significativas en el estudio piloto y se incluyeron en el estudio de extensión. Final-
mente, tres SNPs presentaron una asociación significativa con la respuesta a imati-
nib. Uno de ellos fue el rs1135840 del CYP2D6, que fue significativo en todos los 
análisis de asociación (cohorte total, validación cruzada y test por permutaciones), 
bajo el modelo de herencia aditivo y recesivo. Según nuestros resultados, ser porta-
dor del genotipo G/G predispone a un mayor riesgo de fracaso al tratamiento con 
imatinib. No obstante, al añadir la variable “tiempo” en el estudio, este SNP no fue 
significativo. Esta variante comporta un cambio del aminoácido serina por treonina (S 
[AGC] > T [ACC]) en el codón 486 de la proteína. Sin embargo, este SNP no ha sido 
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descrito previamente en la LMC ni tampoco ha sido relacionado con el metabolismo 
de imatinib, aunque sí ha sido relacionado con la respuesta a otros fármacos como 
tamoxifeno o tramadol. Algo importante a destacar es que este SNP no cumplió el 
HWE ni en el estudio de asociación para la cohorte total ni en uno de los grupos del 
análisis de validación cruzada, pero tal y como hemos indicado en el apartado de 
material y métodos (página 79), se incluyó en el estudio ya que un SNP dentro de 
una población puede no estar en equilibrio por diferentes motivos (entre ellos, como 
consecuencia de la propia enfermedad). Las frecuencias alélicas en nuestra cohorte 
fueron las siguientes: 60% para el alelo C y 40% para el alelo G. Según las bases de 
datos poblacionales, las frecuencias alélicas para este SNP en la población caucá-
sica son del 43% para C y del 57% para G. Realizando una búsqueda bibliográfica 
sobre el SNP rs1135840, encontramos una revisión sistemática y metanálisis llevado 
a cabo por Zhou y cols. en el que se estudia el papel que tienen las variantes del 
gen CYP2D6 en el riesgo de desarrollar un cáncer [213]. Aunque la enzima CYP2D6 
representa alrededor del 2% del total de proteínas de la familia del citocromo P450 
en el hígado, es una de las isoformas más polimórficas [214] y tiene un importante 
papel en el metabolismo de xenobióticos y compuesto carcinógenos, por lo que una 
activación excesiva de esta enzima podría producir la acumulación de compuestos 
activos nocivos, lo que a su vez, aumentaría el riesgo de desarrollar una neoplasia 
maligna. La evidencia científica sobre este hecho no es concluyente y debe tomarse 
con cautela [215,216]. El hecho de que toda la muestra estudiada en el Trabajo I sean 
pacientes afectos de LMC podría explicar por qué no se cumple el HWE, ya que te-
niendo en cuenta la literatura disponible a fecha de hoy sobre este SNP, no podemos 
descartar la posibilidad de que tenga alguna relación (en cierto grado) con la propia 
LMC, por lo que estaríamos seleccionando positivamente este SNP al no incluir en el 
presente estudio ningún control sano [217]. 

Otro SNP en una de las enzimas de la misma familia de citocromos, el CYP11B1, tam-
bién fue estadísticamente significativo en nuestro estudio: el SNP rs7003319 mostró 
una asociación con la respuesta a imatinib bajo el modelo de herencia dominante 
para todos los análisis de asociación del estudio. Además, al añadir la variable “tiem-
po”, se observó una tendencia entre el hecho de ser portador de los genotipos A/C 
o A/A y una menor probabilidad de conseguir la RMM con imatinib. El rs7003319 es 
una variante presente en la zona 3-prima UTR por lo que no implica ningún cambio 
de aminoácido en la secuencia de la proteína. Este SNP no ha sido previamente 
descrito en la LMC pero, recientemente, en un estudio llevado a cabo por Raveg-
nini y cols. se describió una asociación entre esta variante y una mayor superviven-
cia en pacientes con tumor de estroma gastrointestinal tratados con imatinib [218]. 
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Por último, el SNP rs4934027 del gen MAT1A fue significativo en todos los análisis 
de asociación (cohorte total, validación cruzada y test por permutaciones) bajo el 
modelo de herencia dominante y aditivo. Según nuestro estudio, el hecho de tener 
una o dos copias del alelo T (el de menor frecuencia en nuestra cohorte y también 
según las bases de datos poblacionales), se asociaría con una mayor probabilidad 
de conseguir la RMM con imatinib, algo que se pudo corroborar de manera clara al 
tratar la RMM como variable tiempo-dependiente, observando una incidencia acu-
mulada de RMM para los genotipos C/C, C/T y T/T de 62%, 86% y 100%, respec-
tivamente. Este SNP representa una variante intrónica del gen MAT1A, el cual está 
implicado en la síntesis de S-adenosilmetionina a partir de metionina y ATP, proceso 
que tiene lugar en el hígado adulto. No obstante, ni el SNP rs4934027 ni otras alte-
raciones en el gen MAT1A han sido descritos previamente en la LMC, por lo que se 
desconoce su significado biológico. 

Por último, dos SNPs fueron significativos únicamente en el test por permutaciones y 
por lo tanto, su implicación en la respuesta a imatinib debe ser tomada con cautela: 
por un lado tenemos el SNP rs1065852 del gen CYP2D6, el cual implica un cambio 
de aminoácido prolina por serina en el codón 34 de la proteína (P [CCA] > S [TCA]). 
Este SNP fue significativo bajo el modelo de herencia recesivo y mostró una aso-
ciación relevante en el análisis de incidencias acumuladas de RMM, ya que el 100% 
de los pacientes portadores del genotipo T/T consiguieron este nivel de respuesta, 
mientras que la mediana de incidencia para los portadores de los genotipos C/C y 
C/T fue del 69% (IC95%: 60%-76%). No obstante, este SNP no ha sido descrito pre-
viamente en la LMC ni relacionado con el metabolismo de imatinib. Por otro lado, el 
SNP rs4148304 del gen UGT2A1, que implica un cambio de valina por isoleucina en 
el codón 391 de la proteína (V [GTT] > I [ATT]), fue significativo también bajo el mo-
delo de herencia recesivo. La enzima UGT (UDP-glucuronill transferasa) participa en 
el proceso de glucuronidación, que permite transformar los fármacos en sustancias 
mucho más solubles en agua, para una posterior eliminación en orina o heces. Sin 
embargo, este hallazgo presenta una limitación ya que únicamente 5 pacientes eran 
portadores del genotipo A/A, el de menor frecuencia y el que se asoció con una me-
nor probabilidad de conseguir la RMM con imatinib. Para demostrar que realmente 
existe una asociación sería necesario ampliar el número de pacientes portadores del 

genotipo menos frecuente. 

El Trabajo I presenta algunas debilidades metodológicas inherentes a los estudios re-
trospectivos; por un lado, hubiera sido interesante analizar los niveles plasmáticos de 
imatinib en nuestra cohorte, complementando los resultados obtenidos y permitien-
do explorar si los polimorfismos estadísticamente significativos en nuestro estudio 
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podrían tener un efecto directo en la variación de las concentraciones plasmáticas, 
reforzando así nuestros hallazgos. Por otro lado, aunque nuestra serie de pacien-
tes no difiere mucho en número de pacientes con los otros estudios previamente 
publicados, sería conveniente validar los resultados obtenidos en otras cohortes in-
dependientes de mayor extensión. A pesar de esta limitación, se trata de una serie 
particularmente homogénea de pacientes con LMC diagnosticados en FC y tratados 
homogéneamente (imatinib 400 mg/día), en comparación con muchos estudios que 
incluyen casos diagnosticados tanto en FC como FA y FB y tratados con diferentes 
ITQs [67,169,173]. A pesar de que el espectro de años de diagnóstico de la LMC en 
nuestra serie es amplio (2000-2015), los pacientes fueron seleccionados en base a 
los mismos criterios de tratamiento y se aplicaron los mismos criterios de respuesta 
(recomendaciones ELN de 2013 [57]). 

También hubiera sido interesante estudiar las interacciones entre los distintos poli-
morfismos que no forman parte de un mismo patrón de herencia, es decir, que se he-
redan de forma independiente. Esto también es conocido como epistasis o epistasia, 
fenómeno que se da cuando la expresión de un gen se ve afectada por la expresión 
de uno o más genes heredados de forma independiente. Podría ser que ciertos SNPs 
por sí solos no tuviesen un efecto significativo pero la presencia de varios de ellos 
generase un efecto aditivo en relación a la tasa de respuesta con imatinib.  

Además, debido a la implicación de determinadas enzimas, como la familia de cito-
cromos P450, en el transporte y metabolismo de fármacos y hierbas medicinales, hay 
que tener presente que ciertos fármacos o alimentos inductores de estas enzimas 
podrían aumentar la eliminación de los ITQs, con riesgo de pérdida de la respuesta, 
mientras que los inhibidores podrían aumentar la exposición al ITQ, con riesgo de 
presentar toxicidad a éste. Teniendo esto en cuenta, hubiera sido interesante dis-
poner de los datos de medicación concomitante de los pacientes incluidos en este 
trabajo, pero esto resulta una tarea tediosa y difícil de averiguar con total certeza en 
estudios de práctica clínica y retrospectivos. Finalmente, aunque la evidencia hoy en 
día es muy limitada, algunas mutaciones somáticas (por ejemplo, en modificadores 
epigenéticos) podrían jugar un papel en la resistencia a imatinib, por lo que no se 
puede descartar su posible efecto en la respuesta a imatinib ya que no disponíamos 

de esta información en la mayoría de pacientes de nuestra serie. 
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2

La respuesta molecular profunda como 
requisito para la suspensión segura del ITQ
Varios estudios demuestran que la suspensión del ITQ es una estrategia segura en 
los pacientes que logran una RMP mantenida. Como consecuencia de esto, la ob-
tención de la RMP se ha convertido en uno de los principales objetivos en una gran 
proporción de pacientes. Si bien los ITQs-2G no se han comparado directamente 
frente a imatinib en el contexto de la discontinuación, el número total de pacientes 
que potencialmente podrían discontinuar sería mayor, puesto que la probabilidad 
de alcanzar una RMP (requisito imprescindible para la discontinuación) es superior 
con el uso de ITQs-2G que con imatinib [34,219]. Concretamente, el ensayo clínico 
ENESTnd demostró que nilotinib tiene una mejor eficacia a largo plazo en compara-
ción con imatinib; en el análisis a los 5 años de seguimiento, una mayor proporción 
de pacientes consiguió la RMP (65% con nilotinib vs. 41% con imatinib) [40]. La últi-
ma actualización de este estudio, con 10 años de seguimiento, describe unas tasas 
de incidencia acumulada de RMP del 72% para los pacientes tratados con nilotinib 
frente al 45% de los pacientes tratados con imatinib [38]. El estudio llevado a cabo 
por Breccia y cols., en el que analizaron las tasas de RMP con imatinib, nilotinib y 
dasatinib en la práctica clínica habitual, corroboró que se requiere más tiempo de 
tratamiento con imatinib que con nilotinib y dasatinib para conseguir mayores tasas 
de la RMP (13%, 45% y 29%, respectivamente) [220].

La optimización del tratamiento para conseguir la RMP es fundamental si el objetivo 
terapéutico es suspender el ITQ. Sin embargo, en la elección del tratamiento no hay 
que olvidar otras variables como la edad, las comorbilidades y el perfil de seguridad 
de cada ITQ. Esto último es especialmente relevante ya que imatinib suele tener un 
perfil de toxicidad a largo plazo algo mejor que el resto de ITQs-2G pero, como con-
trapartida, las tasas de obtención de RMP son significativamente menores. 

Se han descrito algunos parámetros predictivos de obtención de la RMP. Un ejemplo 
de ello es la ratio de BCR-ABL1(IS) a los 3 meses del inicio del tratamiento, ya que 
una ratio <10% se ha asociado con una elevada probabilidad de conseguir la RMP en 
algunos estudios [221]. No obstante, este parámetro, así como la gran mayoría de los 
parámetros descritos hasta la fecha, analizan esta probabilidad una vez el tratamien-
to ha sido iniciado. Disponer de biomarcadores que en el momento del diagnóstico 
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permitan predecir si el paciente logrará la RMP con imatinib podría ayudar a decidir 
cuál es la mejor estrategia terapéutica inicial en cada paciente. 

Tal y como se ha comentado en la Introducción, la exacerbada reducción de los teló-
meros en el clon maligno parece tener un papel relevante en la biología de la LMC. 
Es por ello que en el Trabajo II de esta tesis se ha estudiado si existe asociación entre 
la LT (corregida por la edad) en el momento del diagnóstico y la probabilidad de 
obtener la RMP en una cohorte de 96 pacientes con LMC-FC tratados con imatinib 
en primera línea. 

Tras analizar la LT al diagnóstico en nuestros pacientes mediante MM-qPCR y co-
rregir el valor por la edad (delta-LT), encontramos una asociación significativa con 
la probabilidad de conseguir la RMP (tanto RM4 como RM4.5) con imatinib. A 
menor delta-LT al diagnóstico (es decir, a mayor longitud de los telómeros), mayor 
probabilidad de conseguir la RMP; los pacientes con delta-LT <0,4 presentaron una 
incidencia acumulada de RM4 y RM4.5 del 63% y 59%, respectivamente, a diferencia 
de los pacientes con delta-LT ≥0,4, que fue del 46% para la RM4 y del 37% para la 
RM4.5.  Hasta la fecha, el único estudio que ha reportado una correlación entre la 
LT al diagnóstico de la LMC y la RM con un ITQ es el estudio publicado en 2015 por 
Wenn y cols [114]. En este estudio, los autores evaluaron la influencia de la LT en la 
respuesta a nilotinib en una cohorte del mismo tamaño muestral que la de nuestro 
estudio, y encontraron una asociación con el hecho de tener unos telómeros más 
largos al diagnóstico (menor valor de delta-LT) y la obtención de la RMM a los 12 y 
18 meses. No obstante, los autores no encontraron una asociación con respuestas 
moleculares más profundas (objetivo principal del estudio). En nuestra serie, también 
encontramos una asociación estadísticamente significativa entre la delta-LT y la 
RMM; los pacientes con delta-LT <0,4 presentaron una incidencia acumulada de 
RMM del 68%, frente al 43% en los pacientes con delta-LT ≥0,4. En este caso, las 
diferencias en la incidencia acumulada empiezan a ser evidentes a partir del mes 6 
de tratamiento con imatinib (Figura 21, apartado Resultados, Trabajo II). Con esto, 
podemos hipotetizar que la cinética de reducción de los transcritos BCR-ABL1 du-
rante los 6 primeros meses de tratamiento no depende tanto de la LT al diagnóstico 
sino de otros factores (como por ejemplo, la potencia del ITQ). Esto estaría en con-
cordancia con lo observado en las curvas de incidencia acumulada de obtención de 
RM4 y RM4.5 (Figura 19, apartado Resultados, Trabajo II), ya que es a partir de los 24 
meses de tratamiento donde se separan de manera más pronunciada las dos curvas 
(delta-LT <0,4 vs. delta-LT ≥0,4), en línea con lo observado en estudios previos, en 
los que la tasa de incidencia acumulada de RM4 con imatinib fue de alrededor del 
60% a los 10 años de tratamiento [28].
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En nuestro estudio también pudimos confirmar una reducción significativa de la LT 
en las células leucémicas, tanto en SP como MO, de los pacientes con LMC al diag-
nóstico comparado con los donantes sanos, y que la reducción de los telómeros no 
parece estar asociada con la edad en los pacientes con LMC, en concordancia con lo 
descrito previamente [114,222]. De hecho, al comparar la ratio T/S de los pacientes 
con LMC con la edad al diagnóstico (Figura 17), se observó una correlación positiva 
(pendiente de la recta levemente positiva), lo que indicaría una reducción de la LT 
más pronunciada en los pacientes más jóvenes. Esto se pudo corroborar al dividir 
la cohorte por la mediana del valor de la delta-LT, ya que la mediana de la edad al 
diagnóstico de los pacientes situados en el grupo delta-LT ≥0,4 (telómeros cortos) 
fue significativamente menor (43 años) a la mediana de la edad de los pacientes del 
grupo delta-LT <0,4 (59 años). Estos datos sugieren que existe una mayor tasa de 
proliferación de las células leucémicas en los pacientes jóvenes comparado con los 
pacientes de edad más avanzada, por motivos no del todo claros [223]. 

Asimismo, en un estudio llevado a cabo por Bouillon y cols., observaron que la re-
ducción acelerada de los telómeros en la LMC parece ser un evento exclusivo del 
clon maligno (LSC) y la HSC normal no se ve afectada. Además, demostraron que el 
grado de reducción de la LT en el compartimento de la LSC (CD34+CD48-) permitía 
discriminar entre una FC temprana y una FC tardía, hecho que, a su vez, estaba direc-
tamente relacionado con la carga tumoral de la enfermedad [224]. En línea con este 
estudio, nuestros resultados muestran que a pesar de que la LT de los pacientes con 
LMC es en general más reducida que la de los controles sanos, se observa bastante 
variabilidad de la LT al diagnóstico entre los pacientes. En este sentido, la LT al 
diagnóstico podría dar una idea del tiempo transcurrido entre el inicio de la LMC 
(aparición de la primera célula BCR-ABL1+) y el diagnóstico definitivo. 

En relación a los índices pronóstico, la LT al diagnóstico de la LMC no parece influir 
en la clasificación de los pacientes dentro de los diferentes grupos de riesgo para 
los índices Sokal y ELTS, ya que observamos una distribución muy similar en las tres 
categorías tanto para los pacientes con delta-LT <0,4 como para los pacientes con 
delta-LT ≥0,4. A diferencia de nuestro estudio, Wenn y cols. sí que reportaron una 
relación entre la LT y el índice Sokal [114]. No obstante, sí que observamos una aso-
ciación estadísticamente significativa entre tener una delta-LT ≥0,4 y pertenecer al 
grupo de riesgo alto para el índice EUTOS; en nuestra cohorte, 11 (12%) pacientes 
fueron adjudicados en el grupo de riesgo alto. De estos 11 pacientes, 9 tenían una 

delta-LT ≥0,4 y solamente dos consiguieron la RMM y posteriormente la RMP. 

Según nuestro estudio, el hecho de tener un índice ELTS intermedio o alto, así como 
una delta-LT ≥0,4 (es decir, unos telómeros cortos) al diagnóstico reduciría la pro-
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babilidad de obtener una RMP con imatinib en primera línea. El índice ELTS ha sido 
recientemente asociado como predictor de RMP, sobretodo en pacientes >65 años 
[225]. Sato y cols. observaron que los pacientes con ELTS de alto riesgo tenían una 
probabilidad de conseguir la RMP significativamente menor comparado con los pa-
cientes de riesgo bajo o intermedio (23,5% vs 65-44%, respectivamente). Sin embar-
go, es importante destacar que en este estudio el número de pacientes incluídos en 
la categoría de riesgo alto era bajo (n=17) comparado con las categorías de riesgo 

bajo e intermedio (n= 254 y 71, respectivamente) [226]. 

Otro factor que se ha asociado con la respuesta a los ITQ es el tipo de isoforma 
p210 de BCR-ABL1. En este caso, la isoforma e14a2 ha sido relacionada con una 
mayor probabilidad de conseguir la RMP con imatinib [227–231]. En nuestro estudio, 
el 39% y el 61% de los pacientes eran portadores de la isoforma e13a2 y e14a2, res-
pectivamente, en línea con lo descrito previamente [232]. Sin embargo, al contrario 
que en otros estudios, no encontramos ninguna relación entre el tipo de transcrito 
y la probabilidad de obtener una RMP con imatinib. Tampoco encontramos ninguna 
relación entre el tipo de isoforma y la LT al diagnóstico, por lo que podemos hipote-

tizar que el tipo de isoforma no influye en la tasa de replicación celular. 

Sabiendo que nuestros resultados pueden estar limitados por el sesgo del número 
de pacientes estudiados, el hecho de que la variable delta-LT permita diferenciar 
entre los pacientes que consiguen la RMP y los que no, aún teniendo un tamaño 
muestral reducido, pone de manifiesto las potenciales implicaciones a nivel clínico 
sobre la relevancia de la determinación de la LT al diagnóstico de la LMC. Creemos 
que un mayor número de pacientes podría confirmar su valor predictivo como varia-
ble independiente dentro del modelo multivariado. 

En este trabajo se ha estudiado la RM como variable tiempo-dependiente teniendo 
en cuenta una situación de riesgos competitivos, donde se consideró como riesgo 
competitivo el hecho de cambiar de imatinib a otro ITQ sin haber conseguido la RM 
estudiada (RMM o RMP, dependiendo del análisis) además del hecho de cambiar 
de tratamiento por toxicidad o morir durante el tratamiento con imatinib sin haber 
conseguido dicha respuesta. Se utilizó esta metodología y no las tradicionales esti-
maciones de probabilidades de evento por Kaplan-Meier por los siguientes motivos: 
el primero y más importante es que al tratarse de una serie de pacientes diagnos-
ticados en un rango de tiempo amplio (2004-2016), la disponibilidad de ITQs así 
como los hitos de respuesta, han variado durante estos años. Por ello, el cambio de 
imatinib por otros ITQs por fracaso no se ha hecho de forma homogénea en todos 
los pacientes ya que los criterios de fracaso han cambiado con el tiempo. Por este 
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motivo, los pacientes diagnosticados hace más años, con criterio de fracaso para las 
actuales, pero no las anteriores, recomendaciones de la ELN [26, 233], no cambiaron 
de ITQ y algunos consiguieron posteriormente tanto la RMM como la RMP con la 
primera línea. Es importante destacar que este estudio ha sido desarrollado con pa-
cientes tratados en la práctica clínica habitual, fuera de un ensayo clínico en donde 
los criterios de inclusión y de respuesta están bien definidos. Por ello, de la misma 
manera que en otros estudios publicados previamente [44,159,160] consideramos 
más apropiado (en términos estadísticos) el uso de las incidencias acumuladas y el 
modelo Fine & Grey, ya que el método de Kaplan-Meier aplicado a una situación de 
riesgos competitivos (como en este estudio) sobrestima la tasa real del evento (en 
nuestro caso, la obtención de RMM y RMP) [234].

La principal limitación del Trabajo II, sobre la influencia de la LT al diagnóstico en la 
probabilidad de conseguir la RMP con imatinib, es su naturaleza retrospectiva. Por 
este motivo no se pudo determinar la LT con la técnica de flow-FISH, metodología 
que combina la hibridación in situ fluorescente con la citometría de flujo y que es 
más sensible y reproducible que la MM-qPCR pero que requiere de muestra fresca 
de SP o MO. Sería interesante validar nuestros resultados en una cohorte prospectiva 
más amplia utilizando la técnica de flow-FISH. También sería interesante estudiar los 
pacientes tratados con ITQ-2G en primera línea para ver cuál es la influencia de la LT 
en la obtención de la RMP en este subgrupo de pacientes porque hasta ahora, el úni-
co estudio que ha evaluado esta relación (con nilotinib en primera línea) no encontró 
ninguna asociación con la RMP [114]. 
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3

La discontinuación del ITQ: un nuevo objetivo 
terapéutico y muchas dudas por resolver
La discontinuación del tratamiento ha abierto la puerta a un nuevo cambio en el ma-
nejo de la LMC que, sin duda, tendrá grandes repercusiones en los pacientes. En una 
enfermedad en la que el tratamiento era considerado como crónico, se ha visto que 
en determinados pacientes se puede discontinuar el ITQ de una forma relativamente 
segura. ¿Y por qué parar el tratamiento? Si bien hay pacientes con escasos efectos 
adversos al tratamiento, son muchos los que experimentan algún tipo de toxicidad 
hematológica (neutropenia, trombocitopenia, anemia) y/o no-hematológica (fatiga, 
náuseas, diarrea, dolores musculares). En algunos casos, el tratamiento a largo plazo 
está relacionado con toxicidades más graves como toxicidad hepática, eventos arte-
riales y cerebrovasculares o hipertensión pulmonar. Esto compromete en gran medi-
da la calidad de vida de los pacientes. Además, en el caso de mujeres con deseo de 
embarazo, el uso de los ITQs está contraindicado durante el periodo de gestación. 

Hasta la actualidad, se han llevado a cabo más de 30 ensayos clínicos en los que se 
ha demostrado que la suspensión del ITQ es segura en pacientes con una RMP man-
tenida. En todos ellos, los resultados son muy similares: alrededor del 50% de los 
pacientes logran mantener la RLT, mientras que la otra mitad presenta una pérdida 
de la RMM. 

Algunos factores, como la duración del tratamiento o el tiempo en RMP previo a la 
discontinuación, han sido relacionados en menor o mayor grado con la probabilidad 
de mantener la RLT. Sin embargo, los resultados no han sido consistentes entre los 
diferentes estudios. Además, a día de hoy, los mecanismos biológicos responsables 
de la recaída siguen siendo desconocidos. 

En el Trabajo III de esta tesis se han analizado diferentes variables clínicas de 56 pa-
cientes que discontinuaron el tratamiento entre los años 2014 y 2020 en tres centros 
ICO. Además, en un subgrupo de pacientes (n=23) se estudiaron varios parámetros 
biológicos y su posible asociación con la recaída tras la discontinuación. Los resul-
tados obtenidos en ambos estudios se discuten en mayor detalle en los próximos 
apartados. 
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3.1. Parámetros clínicos predictivos de una remisión libre 
de tratamiento exitosa

El primer ensayo clínico de discontinuación, el estudio STIM1, encontró una aso-
ciación entre el índice Sokal y el riesgo de recaída [80,83,115], sugiriendo que los 
pacientes con Sokal de alto riesgo presentan una serie de atributos biológicos inhe-
rentes que provocan la pérdida de la RMM una vez discontinuado el tratamiento. Sin 
embargo, otros estudios no han encontrado ninguna relación entre ambos factores 
[89, 91, 235]. Al diseñar el protocolo de discontinuación ICO se descartó desde un 
inicio la inclusión de pacientes con Sokal de alto riesgo, dado que en el momento 
de su elaboración el impacto del índice Sokal no era claro. De esta manera, el 65% 
de los pacientes de nuestra serie tenía Sokal de bajo riesgo y el 35% restante, ries-
go intermedio. No se observó ninguna diferencia entre ambos grupos en cuanto a 
la probabilidad de recaída. Posteriormente, el grupo de expertos de la ELN no ha 
incluido ninguna contraindicación respecto el grupo de riesgo Sokal en las recomen-
daciones de discontinuación [26]. De la misma manera que con el índice Sokal, en el 
protocolo de discontinuación ICO, no se incluyó ningún paciente con ELTS de alto 
riesgo. Tampoco el índice ELTS mostró una asociación con la tasa de RLT en nuestra 
serie, aunque cabe destacar que solamente se disponía del valor de este índice en el 
54% de los pacientes, por lo que los resultados deben tomarse con cautela.  

Por otro lado, el tipo de isoforma de p210, que previamente se había asociado con 
la posibilidad de obtener una RMP, también se ha sugerido que podría predecir la 
recaída tras discontinuación. De este modo, algunos estudios señalan que los pa-
cientes con la isoforma e14a2 tienen mayores tasas de RLT que los pacientes con la 
isoforma e13a2, ya que las células portadoras de esta última parecen persistir más 
(en términos de ERM) que las células con la isoforma e14a2 [108, 227, 236]. El 68% 
de los pacientes de nuestra serie presentaban la isoforma e14a2 y al contrario que 
los estudios anteriores no se correlacionó con una mayor tasa de RLT, ya que 8 de los 
10 pacientes que recayeron presentaban esta isoforma.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, la duración del tratamiento con el ITQ 
ha sido probablemente el factor predictivo de recaída más reproducible entre todos 
los estudios. Los resultados de uno de los estudios más informativos y con mayor nú-
mero de pacientes, el estudio EURO-SKI, así como los de otros ensayos clínicos que 
han evaluado la discontinuación tras tratamiento con imatinib, sugieren un tiempo 
aproximado de 6 años de tratamiento previo a la interrupción del ITQ como la op-
ción más adecuada [87]. Otros ensayos en pacientes tratados con nilotinib en 1ª línea 
(ENESTfreedom) muestran unas tasas similares de RLT a las observadas con imatinib 
tras un menor tiempo de tratamiento (alrededor de los 3 años) [95]. Fuera de ensayo 
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clínico, el estudio de discontinuación en la práctica clínica habitual llevado a cabo 
por el GELMC estableció como límite predictor un total de 5 años de tratamiento 
[116]. Tanto en este estudio del GELMC como en el nuestro, la mediana de duración 
del tratamiento fue de 10 años. En nuestra serie, no encontramos ninguna diferencia 
significativa en cuanto a la duración del tratamiento entre el grupo de pacientes en 
RLT y el grupo de pacientes con recaída molecular. De hecho, el tiempo medio de 
tratamiento fue muy similar entre ambos grupos (10,7 años en los pacientes en RLT 
vs. 9,6 años en los pacientes que recayeron), siendo el tiempo mínimo de tratamien-
to en los pacientes que recayeron de 7 años. Esto podría sugerir, que después de 
cierto tiempo de tratamiento con ITQ, la duración del mismo dejaría de ser un factor 
predictivo de recaída. Seis pacientes (11%) discontinuaron el ITQ habiendo recibido 
menos de 5 años de tratamiento y todos ellos continúan en RLT. De estos seis pa-
cientes, cinco discontinuaron con un ITQ-2G en 1ª línea (n=2) o en líneas posteriores 
(n=3). Esto apoyaría la hipótesis de que los pacientes tratados con un ITQ-2G requie-

ren de menos tiempo de tratamiento para conseguir una RLT con éxito. 

La duración de la RMP parece ser menos consistente a la hora de predecir la recaída 
post-discontinuación. La gran mayoría de los estudios de discontinuación requerían 
de un tiempo mínimo de 2 años en RMP, aunque la definición de RMP varía entre 
ellos (Tabla 6, Introducción). La duración de la RMP no fue predictiva de recaída en 
los estudios STIM1, DASfree i ENESTfreedom [80,93,95] pero sí lo fue en el estudio 
EURO-SKI [87]. En el estudio del GELMC observaron mayores tasas de RLT en aque-
llos pacientes con una RM4.5 mantenida durante >4 años [116]. En nuestro estudio, 
este parámetro no fue significativo aunque sí mostró una tendencia tanto para la 
duración de la RM4 (p=0,058) como para la de RM4.5 (p=0,082) al estudiarlas de 
manera contínua. Cuando se estudió categorizando por la mediana (6,8 años para la 
RM4 y 5,4 años para la RM4.5) no se obtuvo significación. Señalar que dos pacientes 
discontinuaron el tratamiento sin haber conseguido la RM4.5 o a los pocos días de 
conseguirla (20 días) y ambos presentaron una recaída molecular. A pesar de ser dos 
casos aislados, estos resultados sugieren que discontinuar el tratamiento sin haber 
conseguido la RM4.5 o pocos días después de conseguirla, aumentaría el riesgo de 
recaída. 

Uno de los hallazgos a destacar de nuestro estudio es la elevada tasa de RLT (82%, 
rango 72% - 92%), en comparación con la de los ensayos clínicos anteriormente 
mencionados. Esto posiblemente se explica por el hecho de que los pacientes inclui-
dos han sido tratados durante muchos años con los ITQs (una mediana de 10 años) y 
han permanecido durante un tiempo prolongado en RMP previo a la suspensión del 
tratamiento (mediana de tiempo en RM4 y RM4,5 de 6,8 y 5,4 años, respectivamen-
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te), lo cual supera ampliamente los requisitos mínimos establecidos por los ensayos 
clínicos de discontinuación. Se han reportado tasas similares de RLT (~70%) en otros 
estudios de discontinuación en práctica clínica habitual. Estos estudios tenían en 
común con nuestra serie un tiempo muy parecido tanto de duración del tratamiento 
como de RMP [116,237]. De nuevo, esto podría explicar porqué en nuestra serie la 
duración del tratamiento con el ITQ no parece tener ningún impacto en la probabili-
dad de recaída. Probablemente, a mayor tiempo de tratamiento, mayor importancia 
empiezan a ganar otros factores en la predicción de la recaída. 

En nuestro estudio hemos podido confirmar y validar que la pérdida de RMM es 
un criterio seguro para la reintroducción del ITQ, tal y como ha sido demostrado 
previamente en otros estudios, como el A-STIM [81] o el EURO-SKI [87]. Sin embar-
go, algunos expertos aseguran que solamente con la pérdida de la RM4 después de 
discontinuar ya sería suficiente motivo para reintroducir el tratamiento, sugiriendo 
que la mayoría de pacientes que pierden la RM4 acabarán perdiendo también la 
RMM. En nuestro estudio, tres pacientes perdieron la RM4 durante la fase de RLT 
pero ninguno de ellos llegó a perder la RMM y, sin reintroducir el ITQ, consiguieron 
de nuevo la RM4. 

Un artículo recientemente publicado por Shanmuganathan y cols. [238], demuestra 
el valor predictivo de la cinética de reducción de la ratio BCR-ABL1 durante el ini-
cio del ITQ en la posterior fase de RLT. Según los autores, esta reducción medida en 
forma de HT sería un potente predictor de recaída tras discontinuación. En nuestro 
estudio, varios parámetros relacionados con la respuesta inicial al tratamiento fueron 
evaluados: la ratio BCR-ABL1 a los 3 meses (<10% o >10%), el valor del HT, la ratio a 
los 12 meses (<0,01% o >0,01%) y el tipo de RM durante el primer año de tratamien-
to según los criterios de la ELN 2020 (óptima vs. ≥1 criterio de alarma). De todos 
ellos, el único que mostró una relación estadísticamente significativa con la RLT en el 
análisis univariado fue el hecho de tener una respuesta óptima en todas las deter-
minaciones del primer año, según los criterios de la ELN 2020 [26]. Concretamente, 
en nuestra serie, observamos que la gran mayoría de los pacientes que mantienen la 
RLT (72%) habían presentado valores de RM óptima en las determinaciones a los 3, 6 
y 12 meses de tratamiento. En cambio, siete de los 10 (70%) pacientes que recaye-
ron tenían uno o más criterios de alarma durante el primer año de ITQ. El hecho de 
conseguir la RM4 (ratio <0,01%) a los 12 meses mostró una tendencia estadística en 
nuestra serie, pero no llegó a ser significativo (p=0,081). Posiblemente relacionado 
con estos parámetros de respuesta inicial, otro factor estadísticamente significativo 
en el modelo univariado fue el tiempo hasta conseguir la RM4.5; los pacientes en 
RLT tardaron una mediana de 28 meses en conseguirla, a diferencia de los pacientes 

DISCUSIÓN

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=N4Bxu6
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=XPz6bF
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=eLRIRd
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=mFLUAW
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=ic8vJC


| 191 |

con recaída tras discontinuación, que tardaron una mediana de tiempo de 46 meses. 
La máxima significación se obtuvo al categorizar esta variable por la mediana de la 
serie global (36 meses, p=0,043). De la misma manera, el tiempo hasta conseguir 
la RM4 mostró una tendencia (p=0,061). Estos datos (respuesta óptima durante el 
primer año y menor tiempo hasta conseguir la RMP) sugieren que los primeros años 
de tratamiento con el ITQ podrían ser determinantes para poder discontinuar con 
éxito el tratamiento. En este sentido, los ITQ-2G podrían jugar un papel importante, 
ya que se han descrito respuestas más profundas y rápidas en pacientes tratados 
con estos fármacos. En nuestra serie, únicamente siete (13%) pacientes iniciaron el 
tratamiento con un ITQ-2G, por lo que la influencia de estos inhibidores en primera 
línea no pudo ser estudiada en detalle. Si bien actualmente no existen resultados 
de estudios que hayan evaluado específicamente las tasas de RLT entre pacientes 
tratados con imatinib y pacientes tratados con un ITQ-2G en primera línea - aun-
que sí hay algún ensayo clínico en marcha (SUSTRENIM study, NCT02602314, www.
clinicaltrials.gov) - estudios como el DASFREE muestran mayores tasas de RLT a los 
12 meses en pacientes que discontinuaron con dasatinib en primera línea en com-
paración con los pacientes que discontinuaron con dasatinib en segunda línea (54% 
vs 43%, respectivamente) [93]. Sin embargo, el estudio francés STOP-2GTKI mostró 
tasas globales de RLT similares a las de los estudios en primera línea, pero diferentes 
en los pacientes que fueron tratados con ITQ-2G por intolerancia frente a resistencia 
[89]. De la misma manera, el estudio ENESTop mostró también tasas similares de 
RLT, pero en este caso no observaron ninguna diferencia entre los pacientes tratados 
con un ITQ-2G en segunda línea por intolerancia o por resistencia [38]. Aún así, los 
datos disponibles hasta hoy sugieren que la discontinuación en pacientes que han 
sufrido resistencia severa a imatinib es raramente posible. Por este motivo, no se 
incluyó ningún paciente con resistencia previa al tratamiento dentro del protocolo 
de discontinuación ICO.

3.2. Biomarcadores predictivos de recaída tras discontinuación

Existe un especial interés en la identificación de biomarcadores que puedan ser usa-
dos para predecir una posible recaída tras la discontinuación y que complementen 
los factores clínicos anteriormente expuestos. Los resultados de los ensayos clínicos 
y otros estudios de discontinuación ponen de manifiesto la importancia de seguir 
investigando en la biología de la LMC para conseguir descifrar qué mecanismos  
permiten una “cura operacional” en solo una proporción de los pacientes.
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3.2.1. El papel de la PCR digital como herramienta para el estudio de la enfer-
medad residual medible

Además de la ya mencionada duración de la RMP previo a la discontinuación del 
ITQ, la profundidad de la respuesta también ha sido relacionada con la RLT. Así, en 
estudios como el japonés STAT2 reportaron mayores tasas de RLT tras 36 meses de 
suspensión del ITQ en pacientes con ratio BCR-ABL1 indetectable en comparación 
con pacientes con ERM detectable por qPCR (76,6% vs. 48,6%, respectivamente) 
[97]. Este hallazgo fue confirmado posteriormente por el estudio JALSG-STIM213, 
que incluyó pacientes que habían recibido imatinib durante mínimo tres años y que 
tenían una RMP mantenida durante al menos dos años (tasa de RLT a los tres años 
del 72% para los pacientes con ratio indetectable por qPCR) [85]. El estudio ISAV fue 
el primero en evaluar el papel de la la técnica de la dPCR en la detección de la ERM 
para la predicción de la recaída tras discontinuación. En este estudio, se incluyeron 
pacientes con ratio indetectable por qPCR durante al menos 18 meses y se analiza-
ron los transcritos BCR-ABL1 en el momento de la discontinuación mediante dPCR. 
A pesar de que los resultados de la dPCR mostraron un mayor número de determi-
naciones positivas por dPCR en los pacientes con recaída molecular, el valor predic-
tivo como parámetro independiente fue limitado, ya que 2/3 de los pacientes que 
recayeron, tenían determinaciones de dPCR negativas. Sin embargo, se observó una 
tasa de recaída del 100% en los pacientes menores de 45 años y con dPCR positiva 
[86]. Posteriormente, otros estudios como uno del grupo italiano GIMEMA demos-
traron cómo el uso de la dPCR podría mejorar la capacidad predictiva de pérdida de 
respuesta tras la discontinuación [163]. La principal diferencia entre el estudio ISAV 
y el del grupo italiano es la plataforma de dPCR usada en cada caso; en el primer 
estudio, se utilizó la de Fluidigm (12.765 Digital Array Chip), que permite hacer una 
partición de la muestra en 765 pocillos. En cambio, en el estudio del grupo italiano 
se utilizó la misma plataforma que la empleada en nuestro estudio, la de Thermo-
Fisher (QuantStudio 3D dPCR), que permite hacer una partición de la muestra en 
20.000 pocillos. Podría ser que las diferencias observadas en ambos estudios estén 
relacionadas con la sensibilidad de cada una de estas plataformas. En este sentido, 
Alikian y cols. llevaron a cabo un estudio en el que examinaron la sensibilidad de 
diferentes plataformas de dPCR, comparándolas con la sensibilidad de la técnica 
estándar de la qPCR y observaron una buena correlación entre la dPCR y la qPCR 
para la cuantificación del transcrito BCR-ABL1 (R2 = 0,91 - 0,95, dependiendo de la 
plataforma de dPCR), pero no tan buena para el transcrito ABL1, ya que las concen-
traciones del gen de referencia mostraron más variabilidad al estudiarlas por dPCR 
[239]. Dado que la ratio BCR-ABL1/ABL1(IS) está intrínsecamente ligada al número 
de copias de ambos transcritos, podría ser un inconveniente a la hora de determinar 
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el grado de respuesta. En nuestro estudio, inicialmente evaluamos la posibilidad de 
analizar ambos transcritos (BCR-ABL1 y ABL1) con el objetivo de tener un cálculo de 
la ratio similar al de la qPCR. No obstante, el uso de los ensayos de dPCR para estos 
dos transcritos de forma multiplexada no nos permitió establecer de forma correcta 
el límite de positividad, al margen de que se observaron falsos positivos en varios de 
los NTCs y controles sanos, algo que fue reportado también por Alikian y cols., con-
cluyendo que la dPCR no mejora la sensibilidad obtenida por la técnica convencional 
estandarizada de qPCR. Teniendo en cuenta los resultados favorables del estudio del 
grupo italiano GIMEMA [163], decidimos aplicar la misma metodología en nuestras 
muestras, analizando únicamente las copias de BCR-ABL1/μL. De esta manera, con-
seguimos diferenciar de manera clara el límite de positividad, obteniendo una buena 
correlación con la qPCR (R2=0,98, Figura 27) y con ausencia de falsos positivos. No 
obstante, aún aplicando una metodología muy similar, existen  diferencias entre el 
estudio italiano y el nuestro: el número de copias BCR-ABL1/μL para cada grupo de 
RM, aún siendo muy heterogéneo en ambos estudios, en nuestro caso no mostró la 
reducción esperada al aumentar el nivel de profundidad de la respuesta (Figura 28), 
hecho que sí se observó en el estudio italiano. Además, Bernardi y cols. estable-
cieron como valor de LD un total de 0,06 copias de BCR-ABL1/μL mientras que en 
nuestro estudio se estableció como límite de positividad el simple hecho de tener 
un pocillo positivo por dPCR (es decir > 0 copias BCR-ABL1/μL), dado que ninguno 
de los controles sanos incluídos para el cálculo del LD mostró positividad por dPCR. 
Finalmente, Bernardi y cols. establecieron como límite predictor de recaída un valor 
de dPCR de 0,468 copias BCR-ABL1/μL, mientras que en nuestro estudio el valor 
máximo obtenido fue de 0,381 copias BCR-ABL1/μL en una de las muestras de dis-
continuación. Teniendo en cuenta que nuestro estudio incluye un número limitado 
de pacientes, los resultados muestran valores similares de dPCR entre los pacientes 
que mantienen la RLT y los pacientes que recayeron. Sí se observó un número su-
perior de positividad por dPCR en los pacientes que recayeron, tanto en el análisis 
de la muestra 6 meses previos a la discontinuación como en el de la muestra en el 
momento de la discontinuación (Figura 30), pero no podemos descartar que esto sea 
un producto del azar.

En los últimos años, han aparecido nuevas plataformas moleculares que supuesta-
mente son más sensibles que la qPCR convencional, como la ya mencionada dPCR, 
aunque este hecho es controvertido. Otra aproximación es el uso de ADN genómico 
para estudiar el gen de fusión BCR-ABL1. En un estudio recientemente publicado 
por Polakova y cols. [240], combinaron ambas metodologías (análisis de muestras de 
ADN y ARNm mediante droplet digital PCR, ddPCR, una de las plataformas de dPCR 
disponibles), para determinar su valor en la predicción de recaída. De este estudio 
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se derivó un código de tres colores (semáforo), en el que los pacientes con ddPCR 
positiva tanto para ADN y ARNm mostraron una mayor tasa de recaída comparado 
con los pacientes con ddPCR positiva para ADN y negativa para ARNm, y con los 
pacientes con ddPCR negativa tanto para ADN y ARNm, siendo este último grupo el 
de mayor tasa de RLT tras discontinuación. 

A pesar de todo lo expuesto anteriormente, muchos pacientes discontinuan el ITQ 
aun teniendo transcritos de BCR-ABL1 detectables por técnicas de qPCR convencio-
nales y mantienen la RLT durante años sin perder la RMM, incluso en algunos casos, 
observándose un aumento de los transcritos por qPCR. Claramente, estos pacientes 
siguen teniendo células leucémicas durante la fase de RLT, lo que sugiere que más 
allá de la detección precisa de los niveles de ERM en el momento de la discontinua-
ción, es necesario (y quizás más relevante), estudiar la cinética de la evolución clonal 
a nivel de la LSC, para entender cómo algunos pacientes con enfermedad detecta-
ble mantienen la RLT y otros, en la misma situación, recaen. 

3.2.2. Las células de la Side Population y su posible papel en la recaída tras la 
discontinuación

A pesar de los excelentes resultados del tratamiento con los ITQs, existe evidencia 
clara de que estos fármacos son ineficaces contra las LSCs [120,121,241]. Más allá 
del valor predictivo de recaída tras la discontinuación del ITQ, el estudio de la LSC 
de la LMC tiene una gran relevancia para el descubrimiento de nuevas dianas tera-
péuticas que permitan eliminar por completo el clon leucémico. No obstante, en 
contexto de la RLT, resulta complejo estudiar los mecanismos de persistencia de la 
LSC y la implicación de esta célula en la recaída. En esta línea, varios estudios han 
demostrado que la LSC de la LMC es muy heterogénea; Zhang y cols. describieron, 
en un modelo murino, que células LIC de la LMC con elevada expresión de MPL 
se injertaban de manera más eficaz y tenían una mayor capacidad para desarrollar 
la LMC, sugiriendo que este tipo de célula podría ser una potente diana terapéu-
tica [242]. También, Warfvinge y cols. estudiaron mediante técnicas de análisis de 
célula única (single-cell analysis) las diferentes poblaciones presentes en la MO de 
pacientes con LMC y, de la misma manera, observaron un elevado grado de hetero-
geneidad dentro de la población LSC, destacando la presencia de una subpoblación 
muy primitiva y quiescente, con muy baja o nula expresión de cKIT y con elevada 
insensibilidad a los ITQs [243].
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Algunos investigadores se han focalizado en la identificación de marcadores espe-
cíficos para la LSC de la LMC, con el objetivo de encontrar una nueva posible diana 
terapéutica que permita erradicarla. Así, se ha demostrado una sobreexpresión de 
los marcadores CD26, CD33 y CD93 en la LSC de la LMC [129,132,244]. La expresión 
de CD26 permite discriminar entre las LSCs de la LMC y las HSC y la cantidad de 
células LSC CD26+ se ha correlacionado con la respuesta al ITQ [130,131]. Además, 
los estudios in vivo indican que algunos fármacos antidiabéticos, como las gliptinas, 
podrían reducir la cantidad de LSCs CD26+ [129]. Por otro lado, el tratamiento con 
el conjugado de anticuerpo y fármaco gemtuzumab ozogamicina (indicado para el 
tratamiento de la leucemia mieloide aguda) inhibe las células LSC CD33+, pero su 
utilidad clínica resulta limitada debido al perfil de toxicidades graves e inaceptables 
para la población de pacientes con LMC en remisión molecular y, especialmente, si 
están en fase de RLT [244]. Por otro lado, a pesar de que el marcador CD93 se sobre-
expresa en la LSC de la LMC, también se expresa en células endoteliales, plaquetas 
y otras células mieloides más maduras, por lo que no resulta un buen candidato a 
convertirse en diana terapéutica [245].

En algunos tumores sólidos y hemopatías como la leucemia mieloide aguda o la leu-
cemia linfoblástica aguda, se ha demostrado que algunas células de la fracción SPop 
son responsables de la persistencia del cáncer [246–249]. No obstante, el papel de 
esta fracción de células SPop en la patogénesis de la LMC sigue siendo controverti-
do. El ensayo funcional de la SPop permite identificar esta subpoblación de células 
madre muy primitivas en la MO. Varios estudios sugieren que la capacidad de expul-
sión de compuestos desde el interior al exterior de las células SPop está inversamen-
te correlacionado con el grado de madurez celular, siendo las células más primitivas 
(células madre/progenitoras) las que presentan mayor capacidad de expulsión debi-
do a una elevada expresión del transportador multidroga ABCG2 [250,251]. En un 
estudio reciente llevado a cabo por Moshaver y cols. en muestras de pacientes con 
leucemia mieloide aguda los autores redefinieron el compartimento de las células 
madre estudiando no solo el inmunofenotipo típico de estas células (CD34+CD38-) 
sino también el estudio funcional de la SPop [138]. 

Por todo ello, es especialmente atractivo el estudio de este tipo de células en la 
LMC. Hasta la fecha, existen muy pocos estudios que hayan abordado este tema; Hu 
y cols. [252], demostraron la presencia de células con expresión de BCR-ABL1 dentro 
de la fracción SPop en la MO de modelos murinos de LMC previamente tratados 
con imatinib o dasatinib, concluyendo que ninguno de estos dos ITQs erradica por 
completo todas las células madre con expresión de BCR-ABL1 y que el mecanismo 
de supervivencia es independiente de BCR-ABL1, dado que sí se observó inhibición 
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de la fosforilación de BCR-ABL1 por dasatinib en estas células, pero esto no condujo 
a la apoptosis celular. Por lo tanto, la inhibición única de BCR-ABL1 es insuficiente 
para erradicar la LSC y se cree que en la persistencia de estas células intervienen 
otras vías de señalización diferentes. Chapuy y cols. [253] demostraron que los clo-
nes leucémicos de la LMC estaban representados por células madre de la fracción 
SPop y progenitores CD34+, los cuales sobreexpresaban el transportador ABCA3 
(también característico de la fracción SPop, aunque en menor grado que ABCG2) y 
esto reducía la sensibilidad a imatinib. 

Por todo lo expuesto anteriormente, decidimos explorar esta subpoblación de célu-
las SPop en los pacientes que discontinuaron el ITQ dentro del Protocolo ICO. Los 
resultados presentados en esta Tesis Doctoral son exploratorios y obtenidos tras el 
estudio de un número reducido de casos, por lo que deben ser tomados con cautela. 
No obstante, es de destacar que la población de células SPop en los pacientes con 
reciente diagnóstico de LMC fue significativamente superior a la observada en los 
pacientes en RMP y que discontinuaron el tratamiento. Esto es probablemente debi-
do a la exacerbada proliferación celular que existe al diagnóstico de la LMC, obser-
vada tanto en SP como en la MO. Sin embargo, una elevada proporción de células 
SPop al diagnóstico no tiene por qué implicar que éstas pertenezcan al clon maligno. 
De hecho, en dos de los casos descritos en la sección de los Resultados (apartado 
3.2.1., Trabajo III), se observó que prácticamente todas las células SPop presentes al 
diagnóstico eran negativas para CD34, CD38 y CD26. A pesar de que únicamente 
con el análisis de estos marcadores no podemos confirmar si hay un componente 
de malignidad o no, lo que sí podemos deducir es que estas células SPop son muy 
indiferenciadas y quiescentes. 

También es interesante la reducción de la proporción de células SPop de la MO a 
medida que los pacientes conseguían la RMP, tal y como se muestra en el primer 
ejemplo del apartado 3.2.1. de los Resultados del Trabajo III. En cambio, la persis-
tencia de las células SPop indicaría (de forma directa o indirecta) la persistencia de 
células BCR-ABL1. Sin embargo, para confirmar este hecho, las células SPop debe-
rían ser aisladas y se debería analizar el reordenamiento BCR-ABL1, por ejemplo, 
mediante técnicas de hibridación in situ fluorescente. De nuestro estudio destaca 
la elevada expresión de CD26 en prácticamente todas las células de la SPop (todas 
ellas negativas para CD34 y CD38) en la paciente que presentó una pérdida de RMM 
durante el tratamiento con el ITQ. Al recuperar la RMM, la expresión de CD26 se 
redujo significativamente. 
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Respecto las muestras de pacientes que discontinuaron el ITQ, no se encontraron 
diferencias significativas entre el grupo de pacientes en RLT y el grupo de pacientes 
con recaída molecular al analizar los resultados de manera cuantitativa, probable-
mente debido al número limitado de eventos (recaídas) disponibles hasta la fecha. 
Solamente se observó una mayor cantidad de células CD26+ totales dentro de la 
fracción de células viables de la MO en los pacientes en RLT respecto los pacientes 
que recayeron (Figura 33-D). La fracción específica de células CD34+CD38-CD26+ 
no mostró diferencias significativas en nuestro estudio entre ambos grupos de pa-
cientes, tanto para el total de células viables de la MO como dentro de la fracción 
SPop. 

Finalmente, al analizar y comparar los cuatro casos de pacientes que recayeron con 
cuatro casos de pacientes en RLT y que tenían características basales similares (apar-
tado 3.4., Resultados Trabajo III), a pesar de no observarse diferencias claras en la ex-
presión de los marcadores CD34, CD38 y CD26 en el momento de la discontinuación 
entre ambos grupos, sí que destaca el hecho de que los pacientes que mantienen 
la RLT presenta una marcada reducción de la expresión de los tres marcadores tras 
los 6 meses posteriores a la discontinuación. En cambio, los pacientes que recaen 
mantienen la expresión de estos marcadores (especialmente el CD26) o, en algunos 
casos, ésta aumenta. Al analizar el inmunofenotipo únicamente de la región inferior 
de la SPop (mayor expresión del transportador ABCG2, y por lo tanto, mayor qui-
mioresistencia) se observó mayor expresión de CD26 en los pacientes que recayeron 
comparado con los pacientes que mantuvieron la RLT. Todo esto sugiere que las 
células SPop de los pacientes que recaen tendrían un mayor grado de diferenciación.

Hasta la fecha, este es el único estudio que aborda el análisis del papel de la SPop 
en la LMC en el contexto de la discontinuación del ITQ. Con los datos disponibles 
actualmente, no se  pueden establecer conclusiones claras pero persiste la hipótesis 
de que la SPop juega un papel en la biología de la LMC y especialmente en la fase 
de RLT, por lo que, con esta hipótesis tenemos en marcha actualmente una serie de 
estudios de caracterización in vitro tanto de las células SPop como otras posibles 
poblaciones de LSCs, con el objetivo de analizar en mayor detalle su papel en la fase 
de RLT y en la recaída tras la discontinuación. 

3.2.3. El papel de las células Natural Killer en el mantenimiento de la RLT

Tal y como hemos visto en los apartados anteriores, la detección de transcritos BCR-
ABL1 o la presencia de LSCs (analizado a través de la detección de marcadores de 
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superficie específicos o análisis funcionales) en pacientes que han discontinuado el 
ITQ, no siempre se traduce en una recaída molecular tras la discontinuación, siendo 
esto indicativo de que existen otros mecanismos que intervienen en este proceso. 
En este sentido, el sistema inmunitario parece jugar un papel relevante en el control 
o no de la enfermedad residual de la LMC. 

Recientemente, varios subestudios inmunológicos llevados a cabo dentro de ensa-
yos clínicos de discontinuación han evaluado el papel predictivo de diferentes com-
ponentes del sistema inmunitario en el mantenimiento de la RLT. Los primeros fueron 
los ensayos DADI, EURO-SKI y STIM (ImmunoSTIM) [91,151,152]; en ellos se evalua-
ron diferentes componentes del sistema inmunitario innato (células NK) y adaptativo 
(linfocitos T citotóxicos CD8+ y linfocitos T reguladores CD4+) en pacientes que 
discontinuaron el ITQ bajo diferentes regímenes de tratamiento (dependiendo del 
ensayo). En todos ellos, la proporción (o cifra absoluta) de células NK totales fue pre-
dictor de recaída tras la discontinuación, observándose una mayor cantidad de cé-
lulas NK en el momento de la discontinuación en pacientes que mantuvieron la RLT. 
Además, en el estudio EURO-SKI, una mayor proporción de células NK CD56bright 

se asoció con una mayor probabilidad de recaída, mientras que los estudios DADI e 
ImmunoSTIM reportaron una proporción significativamente mayor de células NK CD-
56dim en los pacientes que consiguieron mantener la RLT. También una mayor pro-
porción de células NK más citotóxicas y en su estadio final de maduración (CD16+, 
CD57+) se ha asociado con una mayor probabilidad de mantener la RLT [91,152]. 

Fuera de ensayo clínico, otros estudios han mostrado datos similares destacando, de 
la misma manera, la proporción total de células NK en el momento de la discontinua-
ción como factor predictivo de recaída [254].

Una de las ventajas de nuestro estudio es que evalúa, en la práctica clínica asisten-
cial, la cantidad de células NK de los pacientes tanto en el momento de la disconti-
nuación como posteriormente (6 meses tras discontinuación, en los que mantienen 
la RLT, o en el momento de la recaída y previo a la reintroducción del ITQ, en los 
que pierden la RMM), lo que permite estudiar en mayor detalle qué ocurre en cada 
paciente de manera individual. En nuestro estudio, observamos que en los pacien-
tes que mantienen la RLT el número absoluto de células NK tiende a aumentar a 
los 6 meses tras la discontinuación, mientras que en los pacientes que recaen, el 
total de células NK tiende a disminuir. No obstante, no se observaron diferencias 
estadísticamente significativas en el número total de células NK en el momento de 
la discontinuación entre el grupo que mantuvo la RLT y los pacientes que recayeron 
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(Figura 35-A), probablemente debido al número limitado de pacientes estudiados, 
especialmente en el grupo que recayó. Algo similar se observó en el subgrupo de 
células NK CD56dim (un aumento significativo a los 6 meses post-discontinuación 
en los pacientes en RLT a diferencia de los pacientes que recayeron, en los que esta 
fracción de células NK disminuyó en todos excepto en un paciente). Sin embargo, 
las diferencias entre el grupo de pacientes en RLT y el grupo de pacientes que re-
cayeron no fueron significativas (Figura 35-C). Respecto el subgrupo de células NK 
CD57+ (máxima diferenciación y mayor citotoxicidad), se observó una proporción 
algo menor en el momento de la discontinuación dentro del grupo de pacientes que 
recayeron comparado con los que mantuvieron la RLT, sin ser las diferencias signifi-
cativas  (Figura 35-D). 

Todo esto estaría en concordancia con lo observado en los estudios mencionados 
anteriormente, aunque de nuestro estudio destaca especialmente el aumento de 
células NK totales y de los subgrupos más maduros y citotóxicos (CD56dim y CD57+) 
a los 6 meses tras la discontinuación en los pacientes que mantuvieron la RLT. Esto 
último difiere de lo observado por Rea y cols. [151], ya que en este estudio observa-
ron un aumento del total de células NK y también de los diferentes subtipos tanto en 
el grupo que mantuvo la RLT como en los que recayeron. 

Los resultados de nuestro estudio sugieren que no solo un mayor número de células 
NK más maduras y citotóxicas en el momento de la discontinuación, sino un au-
mento posterior de éstas (hasta niveles similares a los de la población sana) podría 
estar jugando un papel clave en el mantenimiento de la RLT. En este sentido, varios 
estudios han reportado un mayor restablecimiento del sistema inmune efector en 
pacientes tratados con dasatinib comparado con imatinib y nilotinib [255,256], por lo 
que esto podría proporcionar una ventaja en la fase de RLT. La capacidad del sistema 
inmunitario de cada paciente para restablecer los valores normales de células efec-
toras podría estar condicionado por el tipo de ITQ con el que han sido tratados. Esto 
no pudo ser evaluado en nuestro estudio debido al número limitado de pacientes 
tratados con dasatinib incluidos en los subestudios biológicos.      

Más allá del estudio cuantitativo de las células NK (proporciones y/o valores abso-
lutos), otros parámetros intrínsecos de estas células se han asociado como factores 
predictivos de recaída tras la discontinuación: uno de ellos es la expresión de los 
receptores KIR, sobretodo al estudiarlos como haplotipos A y B (ver Introducción, 
página 66). Caocci y cols. fueron de los primeros en reportar, a partir de una cohorte 
de 35 pacientes, una asociación entre el haplotipo B y una mayor probabilidad de 
recaída [257]. Esto fue confirmado también por el estudio de Vigón y cols. [254]. Sin 
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embargo, en el estudio llevado a cabo por Dumas y cols. [258] con un mayor número 
de pacientes (n = 242), esta asociación no pudo ser confirmada y, de hecho, los pa-
cientes portadores del haplotipo B presentaron menos recaídas, aunque la diferencia 
no fue significativa. 

Algunos estudios han evaluado también el estado funcional de estas células median-
te el análisis de la secreción de citoquinas pro-inflamatorias como INF-γ o TNF-α; 
el estudio EURO-SKI mostró niveles de secreción significativamente mayores para 
ambas citoquinas por parte de las células NK CD56dim en los pacientes que man-
tuvieron la RLT tras la discontinuación [152], algo que fue confirmado por el estudio 
de Vigón y cols. [254]. No obstante, en el estudio ImmunoSTIM no se obtuvieron 
diferencias significativas en cuanto a los niveles de secreción de dichas citoquinas 
entre el grupo de pacientes en RLT y el grupo de pacientes que presentaron recaí-
da molecular [151]. Estas discrepancias, no solamente en el estado funcional de las 
células NK sino también en la expresión de los diferentes marcadores de superfi-
cie y receptores, podrían ser debidas a diferencias en el diseño metodológico de 
estos estudios; algunos realizan el análisis de las células NK directamente de SP 
total fresca, otros a partir de células mononucleares de SP (PBMC) aisladas median-
te gradiente por Ficoll o incluso a partir de PBMC criopreservadas. Los diferentes 
componentes del sistema inmunitario y, especialmente, las células NK pueden verse 
afectados por el procesamiento de las muestras previo al análisis. Si bien es cierto 
que la mayoría de estudios que analizan el papel de las células NK (no solamente en 
la LMC sino también en otras patologías) han utilizado PBMCs criopreservados por 
aspectos logísticos (estas células se pueden tener criopreservadas hasta acumular un 
número suficiente de muestras para realizar el análisis correspondiente), este tipo de 
procedimientos puede generar artefactos. Se ha visto que el gradiente de densidad 
por Ficoll puede activar las células NK y modificar la expresión de los receptores de 
quimiocina [259] y esto empeora si además se utilizan PMBCs criopreservados. Por 
el contrario, el estudio de las células NK a partir de SP total fresca puede reducir el 
tiempo de análisis, el volumen de muestra requerido y los potenciales artefactos 
derivados de una manipulación excesiva de la muestra [260]. 

Finalmente, mencionar que el análisis de otros componentes del sistema inmunita-
rio, como las células supresoras Treg o las MDSCs podrían ayudar en la predicción 
de una posible recaída tras la discontinuación. Un ejemplo sería el score predictivo 
elaborado por Irani y cols. [261], el cual incluye la cifra absoluta no solo de las células 
NK sino también de las Treg y las MDSCs. Los pacientes con un número elevado de 
células efectoras (células NK) y un número reducido de células supresoras (Treg y 

DISCUSIÓN

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=2gE74c
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=N6qKAp
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=bJpPXf
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=0Pmj8U
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=KCwLkK
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=XSwDYO
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=dndcos


| 201 |

MDSC) fueron clasificados dentro del grupo de bajo riesgo según el score predictivo 
y ello se asoció con una mayor tasa de RLT. 

Con todo esto, son necesarios estudios longitudinales (idealmente, con metodolo-
gías similares) que evalúen diferentes componentes del sistema inmunitario desde el 
diagnóstico hasta el momento de la discontinuación y que, además, incluyan pacien-
tes tratados con diferentes ITQs para poder compararlos, con el objetivo de tener 
una visión completa del papel del sistema inmunitario durante todo el transcurso de 

la LMC.
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1.
En relación al análisis de polimorfismos en genes implicados en el transporte y me-
tabolismo de fármacos y su asociación con la obtención de la RMM en pacientes 
tratados con imatinib en primera línea: 

1.1. Nuestros resultados muestran una asociación entre la obtención de 
la RMM con imatinib en primera línea y la presencia de seis SNPs 
(rs1135840, rs7003319, rs492338, rs4934027, rs496550 y rs497692) en 
cinco genes diferentes, además de la presencia del SNP rs628031, ya 
previamente descrito en la LMC. 

1.2. El genotipo A/A del SNP rs628031 presente en el gen SLC22A1, el ge-
notipo G/G del SNP rs1135840 del gen CYP2D6 y los genotipos A/C y 
A/A del SNP rs7003319 del gen CYP11B1, se asocian a una mayor tasa 
de fracaso a imatinib en primera línea.

1.3. Los genotipos C/T y C/C del SNP rs492338 presente en el gen ABCG1, 
los genotipos C/T y T/T del SNP rs4934027 del gen MAT1A y los geno-
tipos A/G y A/A de los SNPs rs496550 y rs497692 del gen ABCB11, se 
asocian a una mayor tasa de RMM con imatinib en primera línea. Ade-
más, el haplotipo ABCB11-AGA formado por estos dos últimos SNPs y el 
rs495714 estaría relacionado con la obtención de la RMM con imatinib. 
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2.
En relación al estudio de la LT al diagnóstico de la LMC estudiada mediante MM-qPCR  
y su papel en la respuesta al tratamiento con imatinib en primera línea:

2.1. La LT de los pacientes con LMC es significativamente menor a la LT del 
grupo de controles sanos. Además, la reducción de la LT observada en 
el grupo de controles sanos a medida que aumenta la edad no se ob-
serva en los pacientes con LMC. 

2.2. El análisis de la LT al diagnóstico de la LMC es capaz de identificar 
un subgrupo de pacientes con mayor probabilidad de alcanzar tanto 
la RMM como la RMP con imatinib en primera línea. Los pacientes con 
un valor de la delta-LT (correspondiente a la LT corregida por la edad) 
<0,4 (equivalente a tener unos telómeros más largos al diagnóstico) pre-
sentaron mayores incidencias acumuladas de RMM, RM4 y RM4.5 com-
parado con los pacientes con delta-LT ≥0,4 (equivalente a tener unos 
telómeros más cortos al diagnóstico). 

2.3. La LT al diagnóstico no se asocia con las isoformas de la proteïna p210 
ni con los índices pronóstico de la LMC pero un índice ELTS intermedio 
o alto así como una LT corta (delta-LT ≥0,4) en el momento del diag-
nóstico, reduciría la probabilidad de obtener la RMP con imatinib en 
primera línea.
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3.
En el análisis de los factores clínico-biológicos predictivos de recaída tras disconti-
nuación, es de destacar que la tasa de RLT en nuestra serie de pacientes fue del 82%, 
claramente superior a lo descrito en los ensayos clínicos, pero similar a lo reportado 
en otros estudios de práctica clínica, en los que se han incluido pacientes con un 
tiempo de tratamiento con ITQ más prolongado y en los que se han observado me-
nos recaídas. En este contexto:

3.1. Las variables clínicas tradicionales como un tiempo prolongado de trata-
miento con ITQ y de duración de la RMP no se han asociado a mayores 
tasas de RLT. En cambio, una respuesta óptima durante el primer año o 
alcanzar una RM4.5 antes de los 3 años se asoció a una menor probabi-
lidad de recaída tras la discontinuación del ITQ.

3.2. La determinación de los transcritos de BCR-ABL1 por dPCR en pacien-
tes con una RMP durante los dos años previos a la discontinuación, se-
gún la qPCR estándar, no parece identificar los pacientes con mayor 
probabilidad de recaída.

3.3. El estudio exploratorio de la SPop ha evidenciado que ésta expresa 
CD26, marcador previamente descrito como específico de la LSC de la 
LMC. Esta subpoblación de células madre podría estar relacionada con 
la patogenia de la LMC y la recaída tras la discontinuación del ITQ. 

3.4. El aumento, tras la discontinuación, de células NK totales así como de 
las fracciones más maduras y citotóxicas (NK CD56dim y NK CD57+), 
sería un factor protector contra la recaída molecular.
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De la presente Tesis Doctoral, se derivan las siguiente líneas de investigación 
futuras:

Análisis de las posibles interacciones entre diferentes SNPs con patrón de 
herencia independiente (epistasia) y su papel en la respuesta al tratamiento con 
imatinib. 

Validación de los resultados obtenidos en el estudio de los telómeros de ma-
nera prospectiva mediante Flow-FISH. 

Estudiar si la longitud de los telómeros al diagnóstico de la LMC en pacientes 
tratados con ITQ-2G (nilotinib y dasatinib), tiene el mismo efecto en la obtención 
de la RMP que en el caso de los pacientes tratados con imatinib. 

Caracterización in vitro de la población SPop y otras subpoblaciones de LSCs 
(estudio en marcha): cultivos primarios de muestras de MO criopreservadas pro-
venientes de los pacientes que han discontinuado el ITQ e incluidos en el Pro-
tocolo ICO de Discontinuación. Así mismo, explorar el efecto de la combinación 
de ITQs y otros compuestos en la erradicación de estas células madre. 

Estudio cuantitativo y longitudinal de las células NK, MDSCs y Treg: analizar 
estas tres poblaciones de células del sistema inmunitario en pacientes con LMC 
desde el diagnóstico hasta el momento de la discontinuación y en diferentes 
momentos post-discontinuación. 

Análisis del genotipo de los receptores KIR (estudio en marcha dentro del 
GELMC): determinación del genotipo de los diferentes receptores KIR de las 
células NK en muestras de ADN de pacientes que han discontinuado el trata-
miento mediante el uso de técnicas de NGS, con el objetivo de detectar posibles 
diferencias entre los pacientes que recaen tras la discontinuación y los pacientes 
que mantienen la RLT. Este estudio es en colaboración con uno de los grupos de 
investigación del Banc de Sang i Teixits de Barcelona.
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ANEXO I - Metodología suplementaria
1. Listado de todos los genes incluidos en el array DMET 
(Affimetrix)
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2. Descripción de la tecnología SNPtype Assay de Fluidigm 

3. Protocolo de qPCR para la detección y cuantificación del gen 
de fusión BCR-ABL1 (transcritos b2a2 o b3a2 de la forma p210)

Esta técnica fue usada para todos los trabajos de la presente Tesis Doctoral con 
el fin de determinar las respuesta moleculares a diferentes tiempos en los pacientes 
incluidos en los estudios. 

Para este protocolo de qPCR se utiliza la tecnología TaqMan, que se basa en una 
sonda que contiene un fluorocromo emisor (reporter) en el extremo 5’ y un fluoro-
cromo receptor (quencher) en el extremo 3’. Durante la fase de extensión de la PCR, 
la sonda TaqMan se hidroliza debido a la actividad nucleasa de la Taq polimerasa, 
lo que comporta la separación de los 2 fluorocromos (reporter y quencher) y conse-
cuentemente, un aumento de la fluorescencia. Esta fluorescencia se cuantifica por 
el software del programa y es proporcional al número de copias del gen de estudio 
presentes en la muestra. 
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La reacción de PCR se llevó a cabo en el equipo 7900HT Fast Real-Time PCR System 
(ThermoFisher, cat. no. 4329001), en placas de 384 pocillos. En cada uno de los po-
cillos se añadió: 

2,5μL de ADNc (obtenido en el proceso de retrotranscripción del ARN 
de la muestra correspondiente)
6,25μL de Premix Ex Taq™ (Probe qPCR) (Takara, cat. no. RR390W)
0,5μL de la mezcla de primers y sondas para la detección de p210 incluída 
en el kit Ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR (QIAGEN, cat. no. 670723)
0,25μL de ROX (Takara, cat. no. RR390W)
3μL de nuclease-free H2O (Sigma, cat. no. W4502)

Como control interno se amplifica un gen endógeno en cada una de las muestras 
para comprobar que la integridad del ADNc sea la adecuada. En nuestro caso, el gen 
utilizado es el ABL1. Como control externo se incluye el IS que proporciona el propio 
kit (BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR). Tanto del gen de fusión (BCR-ABL1 p210) como del 
gen endógeno (ABL1) se hacen triplicados para cada muestra. 
El protocolo de termociclador consta de:

Incubación a 95ºC durante 10 segundos
50 ciclos de PCR a:

95ªC durante 5 segundos
60ºC durante 30 segundos

Incubación a 36ºC durante 1 minuto

El resultado se reporta como el porcentaje de la ratio entre las copias de BCR-ABL1 
y las copias de ABL1. A este porcentaje se le aplica un factor de conversión para po-
der expresar los resultados en el sistema internacional (IS) y así poder comparar los 
resultados entre diferentes laboratorios.
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