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Resumen

Imatinib representa la terapia de primera linea actual
para pacientes con leucemia mieloide cronica (LMC).
Ademas de su accion directa inhibiendo BCR-ABL1,
también podria modular la respuesta anti-tumoral.
Sin embargo, escasos trabajos evaltian posibles even-
tos inmuno-patoldgicos relacionados con la expre-
sion de citoquinas al diagndstico y bajo tratamiento.
Por lo tanto, nuestro objetivo fue analizar los niveles
de expresion génica de las citoquinas pro-inflamato-
rias TNF, IFNG e IL6 en pacientes con LMC consi-
derando la respuesta molecular al imatinib.
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Fueron analizadas 161 muestras de sangre periférica
de 92 pacientes (34 con seguimiento) de acuerdo a
la respuesta molecular alcanzada, y 26 muestras de
individuos controles. La expresion génica fue cuan-
tificada mediante PCR en tiempo real a partir de una
alicuota de la muestra utilizada para monitorear el
%BCR-ABLI.

Nuestros resultados muestran una disminucion sig-
nificativa de los niveles génicos de TNF, IFNG ¢
1L 6 en pacientes al diagndstico versus los niveles de
la poblacién control. Ademas, se observo un aumen-
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to significativo de TNF e IL6 en aquellos pacientes
que lograron la respuesta molecular 6ptima en los
diferentes tiempos evaluados durante el tratamiento
con imatinib.

Si bien los niveles periféricos de expresion génica
de TNF, IFNG e IL6 no reflejarian el microambien-
te tumoral, su dinamica contribuiria en la caracte-

Abstract

Imatinib represents the current first-line therapy for
chronic myeloid leukaemia (CML) patients. Besides
its direct action targeting BCR-ABL1, imatinib may
also influence the anti-tumour response. Howev-
er, there are few studies that evaluate possible im-
mune-pathological events related to the expression
of pro-inflammatory cytokines at diagnosis and
during treatment. Therefore, our aim was to describe
the dynamic of TNF, IFNG and IL6 gene expression
regarding molecular response to imatinib.

This study included 161 peripheral blood samples
from 92 CML patients (34 serially followed) who
were analysed according to the molecular response
to imatinib, and 26 from healthy donors. An aliquot
of the stored sample used to monitor %BCR-ABLI
was used to quantify the expression of cytokine
genes by real time PCR.

Introduccion

Imatinib, el primer inhibidor de tirosina kinasa
(ITK), ha revolucionado el tratamiento de la leuce-
mia mieloide cronica (LMC) y continua siendo en la
actualidad el tratamiento de primera linea de prefe-
rencia para estos pacientes”. Ademas de la accion
directa inhibiendo la actividad de la onco-proteina
BCR-ABLI, la terapia con ITK también podria mo-
dular la respuesta inmune anti-LMC en los pacien-
tes tratados®.

Una disminucion en la respuesta inmune anti-tumo-
ral ha sido descripta en los pacientes con LMC al
diagnostico, asociada a la expansion de poblaciones
celulares con actividad inmunosupresora y a la dis-
funcionalidad de las respuestas inmune efectoras,
principalmente células Natural Killer (NK) y linfo-
citos T®9, En los pacientes que inician tratamiento
con ITK se observa una reactivacion del sistema in-
mune, restaurando la vigilancia inmunologica me-
diada por células efectoras; asi como también, una
disminucion en el numero y funcién de las células
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rizacién de una respuesta inmune anti-LMC a ni-
vel sistémico de acuerdo a la respuesta molecular
al imatinib. En conclusion, nuestros resultados son
consistentes con un periodo de inmunosupresion al
diagndstico y con un efecto estimulador al iniciar
imatinib, sobre todo en pacientes respondedores.

Our results show a significant decrease in the gene
expression of TNF, IFNG and IL6 in patients at
diagnosis compared with healthy controls. Also, a
significant increase in TNF and /L6 was observed
in those patients who achieved the optimal molecu-
lar response at the different time points on imatinib
therapy.

Despite the peripheral levels of TNF, I[FNG and
IL6 genes may not reflect the tumour microenviron-
ment, the dynamic of cytokine gene expression may
account for a systemic anti-CML immune response
according to the molecular response to imatinib.

In conclusion, our results are in agreement with a
significant immune suppression in CML patients at
diagnosis and an initial stimulatory effect on the im-
mune system after imatinib initiation, especially in
responder patients.

inmunosupresoras®~7. Sin embargo, la dindmica de
reactivacion del sistema inmune de acuerdo a la res-
puesta de los pacientes a la terapia con ITK no ha
sido bien caracterizada.

La mayoria de los trabajos previos presentan hete-
rogeneidad entre sus disefios experimentales, los
cuales incluyen el analisis directo en células madre
leucémicas, en plasma medular y/o en sangre peri-
férica. Ademas, existen diferencias en los criterios
para evaluar la respuesta a los ITK, y los aborda-
jes longitudinales son escasos®. Las citoquinas son
mediadores muy importantes involucrados en la res-
puesta inmune e inflamatoria y, hasta donde tene-
mos conocimiento, no hay trabajos previos que fo-
calicen un estudio de expresion génica de citoquinas
sobre la misma muestra utilizada para el monitoreo
del %BCR-ABLI. Por lo tanto, nuestro objetivo fue
describir la dindmica de la expresion de los genes
TNF, IFNG e IL6 en pacientes con LMC de acuerdo
a la respuesta molecular al imatinib.
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Materiales y métodos

Se analizo6 un total de 161 muestras de sangre peri-
férica de 92 pacientes con LMC (34 pacientes con
multiples muestras para seguimiento), las cuales

fueron clasificadas de acuerdo a la respuesta mole-
cular especifica para el tiempo de tratamiento con
imatinib (a una dosis de 400 mg) segun los criterios
de Baccarani y col, 2015 (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes con LMC de acuerdo a la respuesta molecular alcanzada
en cada tiempo especifico de tratamiento con imatinib.

>4 afios
Dx 3 meses 6 meses 12 meses DMR CN
(n=23) (n=41) (n=42) (n=26) (@=29) (n=26)
BCR;‘B” i <10 | =10 | <1 | =1 | <01 | s01 | <001 | -
0
M“ejms 23 29 12 2 20 16 10 29 26
Edad, aios
Mediana 43 52 45 51 47 51 60 59 32
(rango) (13-80) | (13-74) | (18-89) | (14-74) | (19-71) | 27-75)| (37-81) | (26-86) |(25-56)
G;;‘/"F"’ 6/12 1312 | 65 | 128 | 89 9/7 5/5 13/16 | 9/17

Dx: al diagnostico;, DMR (deep molecular response): respuesta molecular profunda;

CN: controles normales; M/F: masculino/femenino.

Ademds, se analizaron 26 muestras de sangre peri-
férica de individuos sanos como poblacion control.
El presente trabajo cuenta con la aprobacion de los
Comités de Etica de los Institutos de la Academia
Nacional de Medicina.

Una alicuota de la muestra de ARN utilizada para
monitorear el %BCR-ABLI se retro-trascribe me-
diante un procedimiento estandar a ADN copia. La

expresion de los genes TNF, IFNG e IL6 es cuantifi-
cada mediante PCR en tiempo real utilizando SYBR
Green PCR Select Master Mix (Applied Biosys-
tems) en un ciclador Rofor-Gene Q (Qiagen). La
cuantificacion de los genes de las citoquinas es rela-
tiva al gen GAPDH y se estima aplicando el método
comparativo ACt. Los cebadores disefiados para el
presente trabajo se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Cebadores utilizados para la cuantificacion de las citoquinas mediante PCR en tiempo real.

. , y Secuencia de Tamafio producto
Gen Secuencia de los cebadores (5’ — 3°) referencia del ARNm de PCR
Fw: GCCTCTTCTCCTTCCTGATCG
TNF NM_000594.3 195 pb
Rv: CAGCTTGAGGGTTTGCTACA
Fw: GACCAGAGCATCCAAAAGAGTG
IFNG NM_000619.2 263 pb
Rv: TGCAGGCAGGACAACCATTA
Fw: TTCGGTACATCCTCGACGGC
IL6 NM_000600.4 171 pb
Rv: TCACCAGGCAAGTCTCCTCA
Fw: ATCACCATCTTCCAGGAGCGA
GAPDH NM_002046.5 190 pb
Rv: GGTTCACACCCATGACGAAC

Fw: forward, Rv: reverse, pb: pares de bases.
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El analisis estadistico se realizé utilizando el pro-
grama InfoStat version 2017 (Universidad de Cor-
doba, Argentina). Los test Mann-Whitney U/ Krus-
kal-Wallis fueron aplicados para evaluar diferencias
entre muestras independientes y el test Wilcoxon
entre muestras pareadas. Los valores de p<0,05 fue-
ron considerados estadisticamente significativos. El
grafico de Heatmap fue obtenido utilizando el pa-
quete R version 3.4.1.

Resultados

Los pacientes con LMC al diagnostico presentaron
niveles génicos de TNF, IFNG e IL6 significativa-
mente disminuidos en comparacion con los niveles
de la poblacion control (p=0,0336, p<0,0001 and
p=0,0007; respectivamente) (Figura 1A). Al eva-
luar los pacientes bajo tratamiento con imatinib,
aquéllos que lograron una respuesta molecular tem-
prana (EMR: early molecular response; BCR-ABL1
<10% a los 3 meses) aumentaron significativamen-
te los niveles génicos de TNF e IL6 con respecto
a los niveles de la poblacion control (Figura 1B).
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El andlisis a los 6 meses mostré un aumento de la
expresion de los genes TNF e IL6 tanto en los pa-
cientes respondedores (BCR-ABLI <1%) como en
los no respondedores (>1%) (Figura 1C). Mientras
que, a los 12 meses, este aumento solo se observo
para TNF en los pacientes respondedores (BCR-
ABLI <0,1%) (Figura 1D). Los niveles génicos de
estas citoquinas se restauraron a niveles normales en
pacientes con respuesta molecular profunda (BCR-
ABLI <0,01%) sostenida por, al menos, 4 afos (Fi-
gura 1E).

De acuerdo con el perfil de expresion génica de las
citoquinas el andlisis del grafico Heatmap muestra
un dendograma que clasifica 3 conglomerados prin-
cipales: un primer conglomerado que individualiza
pacientes al diagnostico con expresion disminuida;
un conglomerado opuesto con altos niveles de ex-
presion que incluye la mayoria de los pacientes con
respuestas Optimas segun el tiempo de tratamiento,
y un conglomerado central compuesto por pacientes
que no lograron una respuesta apropiada de acuerdo
a los criterios establecidos (Figura 1F).
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Figura 1. Niveles de expresion génica de las citoquinas TNF, IFNG e IL6 en pacientes con LMC al diagnos-
tico y bajo tratamiento con imatinib en comparacion con controles normales. (A) Pacientes al diagnostico.
Pacientes que logran o no la respuesta optima en diferentes tiempo del tratamiento: (B) 3 meses, (C) 6 meses y
(D) 12 meses. (E) Pacientes con respuesta molecular profunda sostenida durante, al menos, 4 anos. (F) Gradfico
Heatmap mostrando un dendograma que clasifica tres conglomerados principales de acuerdo al perfil de expre-
sion genica. 1 Test Mann-Whitney U, [ test Kruskal-Wallis y * comparaciones multiples del test Kruskal-Wallis.
Los diagramas de caja especifican el rango inter-cuartilico y las lineas indican las medianas. Dx: al diagnosti-
co; HC (healthy controls): controles normales; DMR (deep molecular response): respuesta molecular profunda.

Por otro lado, una subpoblacién de pacientes con
seguimiento fue analizada a fin de caracterizar la
dindmica de la expresion génica de estas citoquinas
en relacion a los niveles del transcripto BCR-ABLI,
en pacientes respondedores y no respondedores. En
este estudio longitudinal se observo que la expre-
sion génica de las tres citoquinas estd disminuida
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en pacientes al diagndstico, con niveles de transcrito
BCR-ABL]I altos; mientras que un aumento en los
niveles génicos de las citoquinas fue observado lue-
go de iniciar el tratamiento con imatinib, con perfi-
les diferentes entre respondedores y no respondedo-
res (Figura 2A). Cabe destacar, que fue detectado
un incremento significativo de 3 veces en los niveles
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de TNF (p=0,0444) y de 13 veces en los niveles de
IL6 (p=0,0038) entre el diagnostico y los 3 meses
bajo terapia con imatinib en aquellos pacientes que
lograron una EMR. Mientras que el incremento de

A

0,022

—A—TNF-NR

——TNF-R

—4—IFNG-NR

87,89 0,005+

0,017 65,92 0,004

0,011 43,95 0,003

TNF/GAPDH
BCR-ABL1%
IFNG/ GAPDH

0,006 21,97 0,001

—®— BCR-ABL1%
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IFNG fue significativo a los 3 meses tanto en los
respondedores (17 veces; p=0,0018) como en los no
respondedores (11 veces; p=0,0404) (Figura 2B).

—®—IFNG-R A—IL6-NR —m—IL6-R

87,89 0,00035+ 87,89

65,92 0,00026 65,92

43,95 0,00018- 43,95

BCR-ABL1%
IL6/ GAPDH
BCR-ABL1%

21,97 0,00009- 21,97

—e— BCR-ABL1%

0,000 T T 0,000 - T

12m
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12m

3m

3m

p=0.29041
1

Fold change: TNF w

Fold change: IFNG

p=0.0404

3m

Fold change: IL6

R NR

NR

Figura 2. Dinamica de la expresion génica de TNF, IFNG e IL6 en una subpoblacion de pacientes con
LMC dividida en dos grupos de acuerdo a la respuesta molecular al imatinib. (A) Analisis longitudinal que
describe la dindmica de la expresion génica de las citoquinas frente al nivel de BCR-ABLI durante el primer
anio de tratamiento. Los grdficos de perfiles multivariados indican la media + error estandar para cada punto
de tiempo. (B) Cambio en los niveles de expresion entre los pacientes al momento del diagnostico y luego de 3
meses de tratamiento (R: n=8 y NR: n=4). { Test de Wilcoxon para muestras pareadas. Dx: al diagnostico; R:

respondedores; NR: no respondedores.

Discusion

La alteracion en los niveles de citoquinas y la dis-
funcionalidad de las células efectoras contribuyen a
una limitacion en la respuesta inmune anti-LMC en
el momento del diagnostico®>®. En nuestro trabajo
la disminucién de los niveles génicos de TNF, IFNG
e IL6 en los pacientes al diagnostico es consistente
con un periodo de inmunosupresion inicial pre te-
rapia con imatinib. Nuestros resultados concuerdan
con hallazgos previos, en los cuales fue observada
una fuerte supresion de células CD3+ que producen
TNF-a e INF-y en muestras de sangre de pacientes
con diagnostico reciente!”. Ademas, varios estudios
han demostrado que las proporciones de células NK
se encuentran disminuidas y que los linfocitos T
presentan alteraciones funcionales, las cuales inclu-
yen disminucion de la expresion de la cadena TCRE,
de la actividad citotdxica y de la produccion de cito-
quinas Th1, especialmente TNF-a e INF-y®.
Ademas del efecto directo de los ITK sobre BCR-
ABLI, esta terapia también podria influir en la in-
munidad anti-tumoral®*7, Aunque varios estudios
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sugieren una restauracion inmune en pacientes con
LMC tratados con ITK, el nivel de reactivacion in-
mune de acuerdo a la respuesta a la terapia no ha
sido bien documentado. Chen y col, 2015, observa-
ron una recuperacion en las frecuencias de las célu-
las Thl, Th17 y Th22 en los pacientes tratados con
imatinib. Sin embrago, no especifican ni el tiempo
ni la respuesta alcanzada'?. Por otro lado, la remi-
sion hematologica se asocid con un aumento signi-
ficativo de células CD3+ que producen citoquinas
pro-inflamatorias Th1® y esta respuesta de células
T se mantiene mientras contintie la remision”. Ade-
mas, los pacientes con una respuesta citogenética
completa tienden a presentar una reactividad mayor
de las células NK.

Nuestros resultados evidencian una dinamica de ex-
presion génica diferente de acuerdo a la respuesta
molecular alcanzada en pacientes tratados con ima-
tinib, principalmente para los genes TNF and /L6.
La citoquina IL-6 juega varios roles modulando
la actividad de células tumorales e inmunes, pero
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no esta claro como controla la respuesta inmune
del huésped en pacientes con cancer. IL-6 es pro-
ducida por diferentes tipos de células y promueve
una respuesta Th17 anti-tumoral en el contexto de
TGF-B11%12 cuya respuesta se amplifica mediante
una interaccion sinérgica con TNF-a?, lo cual apo-
ya los resultados obtenidos.

Los niveles periféricos de expresion génica de ci-
toquinas no reflejarian el microambiente tumoral,
y los cambios en los niveles de ARN mensajero y
proteina podrian no correlacionar en forma com-
pleta debido a diferentes mecanismos involucrados
en la regulacion de la transcripcion y la traduccion.
Sin embargo, la dindmica de la expresion génica de
TNF, IFNG e IL6 contribuiria en la caracterizacion
de una respuesta inmune anti-LMC a nivel sistémico
de acuerdo a la respuesta molecular al imatinib, di-
ferenciando pacientes que responden de los que no.
En conclusién, nuestros resultados son consistentes
con un periodo de inmunosupresion al diagnéstico y
con un efecto estimulador al iniciar imatinib, sobre
todo en pacientes respondedores.
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