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1. INTRODUCCION

El cancer representa nno de los principales retos de salud publica, siendo las
Leucemias de los principales v la Leucemia Mieloide Cronica (LMC) la mis frecuente en
adultos.

La LMC es una neoplasia hematoldgica que se caracteriza por presentar una
alteracion  citogenética llamada cromosoma Filadelfia (Ph'), resultado de una
translocacion reciproca t(9;22)(q34.1;q11.2). Este rearreglo fusiona el oncogen c-abl
Iocalizado en 9934 con ¢l gen ber en ¢l cromosoma 22q11. El resultado de la fusién es
un hibrido ber/abl que tiene un mRNA de 8.5Kb y una proteina de 210Kd (p210) con
una actividad tirosina cinasa mayor que su contraparte p145 del gen c-abl normal.

La Citogenética y 1a Biologia Molecular son herramientas Gtiles en el diagnéstico,
prondstico y seguimiento de }a LMC, ambas herramientas son de gran utilidad para
evaluar la eficacia de diferentes tratamientos en la LMC y han permitido conocer mejor
los mecanismos de leucemogénesis de esta enfermedad. Esto ha llevado a la utilizacién
de nuevas estrategias terapéuticas, con uma mayor especificidad para las células
Teucémicas , presentando no solo un efecto paliative, sino produciendo un cambio en el
curso clinico de la enfermedad.

La terapia convencionzal de la LMC en fase crénica, con agentes tales como
Busulfin o Hidroxiurea suele ser eficaz para el control de las manifestaciones clinicas
pero sin lograr modificaciones en la presencia del Ph’. La terapia a base de Interferon o
(INFa) solo o combinado con quimioterapia logra remision hematolégica mas
prolongada y flega a suprimir 1a clona portadora de cromosoma Ph',

Este trabajo de Tesis presenta el seguimiento citogenético y molecular de 23
pacientes con LMC de novo tratados com INFa2A para evaluar su efectividad,
basandose en la hipétesis: el tratamiento con INFo2A en pacientes con LMC, es capaz
de inducir y mantener una respuesta hematologica, citogenética y molecular, mejorando
asi la sobrevida. Ademis se compara la respuesta al INFa2A en funcién de la edad (entre
12 adultos y 6 nifios), grupo de resgo, tipo de rearreglo molecular v se analiza su
influencia en el transplante de médula dsea.
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2. MARCO TEORICO

i ASPECTOS CLINICGS
Generalidades

Las leucemias constituyen un grupo Heterogéneo de neoplasias derivadas de la
transformacion maligna de las células hematopoyéticas. Se clasifican de acuerdo con el
tipo ceiular implicado en mieloides o linfoides y segim el curse clinico de la enfermedad
en agudas o cronicas 2

El término agudo y crénico se refiere al estado de maduracion de las células
leucémicas y a la velocidad con Ia que se desarrollan sintomas, signos y complicaciones.
Las leucemias agudas se caracterizan por la presencia de células indiferenciadas y una
evolucién répida de la enfermedad, sobre todo e pacientes no tratados. El término
cronico implica por lo menos inicialmente, presencia de leucocitos diferenciados, un
curso clinico relativamente indolente y una evolucion prolongada, aunque en algunos
subtipos el pronéstico es mas severo y el curso clinico mas répido 9.

Los efectos frecuentes de la leucemia son la aparicién de infecciones, la anemia
grave y la tendencia a hemorragia provocada por la trombocitopenia. Estos efectos son
el resultado de la profiferacién de las célutas leucémicas principalmente en la méduls ésea
y en los tejidos linfoides, donde interfieren con Ia inmunidad y con la hematopoyesis
normal. Finalmente estas células emigran a la periferia e infiltran érganos como bazo,
ganglios hinfaticos, higado, regiones vasculares especiales, hueso y otros tejidos
provocando dolor, tendencia a fracturas dseas o destruccion tisular .

Las leucemias a diferencia de otros tipos de cincer presentan amormalidades
citogenéticas ptimarias especificas, que han ayudado a clasificarlas. Ademss, se
presentan cambios citogenéticos secundarios observados cuando la enfermedad progresa
ain cuando clinicamente el paciente permanezca estable; es por esto que los estudios
citogenéticos son de gran utilidad en el diagndstico, prondstico y tratamiento de estos
pacientes. Actualmente se utilizan también estudios de Biologia Molecular que tienen
una mayor sensibilided por lo que ha mejorado el diagndstico, seguimiento v

entendimiento de los mecanismos de I leucemogenesis .,
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Definicion

La Leucemia Mieloide Cronica (LMC) es una enfermedad mieloproliferativa clonal
que surge de la transformacion maligna de una célula madre pluripotencial (stem cell) y
junto con la Policitemia Vera es considerada una de las entidades diagnosticas mas
uniformes y mejor definidas dentro del grupo de enfermedades mieloproliferativas 9.

El origen en Iz célula primitiva y !a naturaleza clonal de esta enfermedad se ha
demostrado mediante estudios de sistemas genéticos polimérficos tales como el de
Glucosa 6- fosfato deshidrogenasa (G6PD) y Adenilato Cinasa (AC) en mujeres mosaico
para inactivacion del X, en quienes se demuestra ia presencia de un solo alelo en la célula
neoplasica’™?,

Caracteristicas

La LMC constituye aproximadamente 7-15% de las leucemias en adultos, con una
frecuencia de 1-2 casos por cada 100,000 individuos al afio, puede desarrollarse en
cualquier edad, predominantemente entre los 45 a 55 afios y es poco frecuente antes de
los 10 afios. Existe una mayor incidencia en hombres que en mujeres (1.4-2.2), sin que
exista una diferencia en el curso clinico para ambos géneros ©7.

La enfermedad se caracteriza por esplenomegalia marcada, elevacion considerable
del recuento leucocitario y acumulacién de gramulocitos maduros e inmaduros. La
presencia de sintomas es proporcional con la elevacién leucocitaria, siendo los mas
frecuentes la fatiga, anorexia, pérdida de peso, malestar abdominal, anemia, hemorragias,
esplenomegalia y hepatomegalia. La basofilia, tipica de todos los trastornos
mieloproliferativos, puede ser notable. Se encuentran diversas anormalidades
bioquimicas, como la elevacién de los valores séricos de la vitamina BI2 y
transcobalamina; la fosfatasa alcalina estd marcadamente reducida y existe hiperuricemia
debido al incremento del metabolismo celular. Se han descrito otras anormalidades
incluyendo elevacion de los niveles del factor de crecimiento hematopoyético,
interfeucina 1, factor estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF) o
decremento en los niveles del inhibidor de mielopoyesis, asi como de prostaglandina E2.
La medula ésea se encuentra hipercelular (75-90%) v Ia fibrosis medular se incrementa
con la progresién de 1a enfermedad 1%,
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I CITOGENETICA DE LA LEUCEMIA MIELOIDE
CRONICA

CROMOSOMA FILADELFIA

En 1960, Nowell y Hungerford"®, reportaron la primera alteracién citogenética
estable asociada a un cancer humano, observaron un cromosoma del grupo G muy
pequefio en celulas de pacientes con LMC. Este marcador, fue llamado cromosoma
Filadelfia (Ph') en honor del lugar de su descubrimiento, ain cuando no se sabia si se
trataba de un cromosoma 21 o 22, o si se debia 2 una translocaciée o una delecidn.
Durante estos afios, antes de la introduccion de las técnicas de bandeo, se pensé que el
origen més probable del Ph' era una delecion simple del cromosoma 229617,

Con ayuda de técnicas de bandeo Rowley™ observé que el cromosoma Ph'
correspondia 4 un cromosoma 22 y que no se trataba de una delecién, sino de una
transtocacibn entre la region proximal de 22q y de 9q. Por medio de técnicas de alta
resolucion se han localizado los puntos de ruptura del rearreglo en las sub-bandas 9q34.1
y22q11.2 %2 (Figura 1)

El cromosoma Ph', producto de la translocacién reciproca y balanceada, se
detecta en el 95% de los pacientes con LMC de novo y constituye la alteracion mas
caracteristica de la enfermedad, por encontrarse en el 100% de las células de médula
6sea. Desde su descubrimiento el cromosoma Ph' ha sido de gran importancia por la
relacién entre aberraciones cromosdmicas especificas y cancer, no solo como auxiliar
diagnéstico, sino para conocer el mecanismo de su formacién y su relacién con el
desarrollo de 1a enfermedad. Se ha cuestionado si la translocacion es el evento primario
en el proceso leucémico o es la consecuencia de este proceso 2.

La presencia del cromosoma Ph' a nivel de la serie eritrocitaria, megacariocitica,
granulocitica, monocitica y de algunos precursores linfocitarios, indica que la LMC
constituye una alteracién clonal de la célula pluripotencial. La proliferacion de la serie
mieloide en la fase cronica representa una interrogante debido al origen clonal de la
enfermedad ™"



Figura 1. t(9;22)(g34.q11)

22

Configuracién normal de los Rgan‘egi? cromosdémico 9 (9g+
cromosomas 9 y 22 y 22 (PY)



En la mayoria de los casos el Ph' representa una translocacion simple; sin embargo
en 5% de los pacientes se pueden observar formas variantes o formas atipicas de la
translocacion. En el mismo afio en que la 1(9;22) fue descrita, se observé la primer forma
vatiante del rearreglo, desde entonces se han documentado més de 300 variantes, todos
los cromosomas han sido implicados en estas variantes, con excepcion del cromosoma Y
(11',21)‘

Anteriormente estas variantes se clasificaban en simples y complejas, las primeras
mostraban una translocacién entre el cromosoma 22 y otro cromosoma diferente del 9 v
las segundas involucraban tres o maés cromosomas, inchiyendo al 9 y 22. Pero en 1984
Prakash™ con técnicas de alta resolucion y bandas R reportd que las variantes simples
son complejas, ya que siempre involucran al cromosoma 9. Esto fue confirmado con
hibridacién in sit; por lo tanto, todas las variantes simples involucran més cromosomas,
pero siempre al 9 y 22. En estas variantes se puede observar un cromosoma 9 normal,
debido a que el punto de ruptura del tercer cromosoma implicado generalmente ocurre
enuna banda clara subterminal (G negativa), similar 2 la del cromosoma 9 implicada en
el Ph'. No se ha observado preferencia por algin cromosoma en estas translocaciones
variantes, ni tampoco se ha encontrado una relacién entre los puntos de ruptura de todos
estos cromosomas con sitios frigiles, localizacion de oncogenes o puntos de ruptura
consistente con otras neoplasias. Lo anterior podria explicar que estas variantes son
indistinguibles clinicamente de la LMC Pt+ , no alteran el curso natural de la enfermedad
y no existe diferencia en la respuesta al tratamiento 2,

Existe otro tipo de LMC en funcién del cromosoma Ph', la LMC Ph' negativa (Ph'-) en
un 3-10% de los pacientes, en la que se encuentra un conjunto de entidades heterogéneas.
Dentro de este grupo existen pacientes con caracteristicas clinicas y hematologicas
idénticas a la LMC Ph', donde la translocaciéon no es detectada por métodos
citogenéticos pero si por moleculares, el pronéstico de estos pacientes es similar al de
los pacientes que muestran el cromosoma Ph'. El resto de los €asos, que RO presentan
rearreglo a nivel molecular (Ph'-) presentan caracteristicas clinicas, hematolégicas y
curso clinico diferente a la LMC Ph'. Su pronéstico es pobre ¥ pueden presentar diversas
alteraciones citogenéticas, por lo cual se clasifican como desddenes mieloproliferativos
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diferentes a la IMC. @2

Aungue el diagnostico de LMC generalmente puede realizarse solamente con los
datos clinicos v hematologicos, algunas veces el diagndstico diferencial con otras
neoplasias de médula osea y reacciones leucemoides es dificil, por lo cual 1a presencia del
cromosoma Ph' es de gran ayuda para definir la IMC. Asi, Ia identificacién de este
marcador confirma el diagnostico de LMC, sin embargo, la ausencia de! Ph! no la excluye
a menos que ¢l rearreglo molecular sea negativo™™™,

Es importante sefialar que el cromosoma Ph' no es exclusivo de la LMC, este
marcador se presenta también en la leucemia mieloide aguda (LMA) v leucemia linfoide
aguda (LLA), este cromosoma es citogenéticamente idéntico al presente en ia LMC, pero
molecularmente presentan diferencias. La LLA Ph'+ es mis frecuente en adultos (25-
30%) que en nifios (3-5%). En la LMA, cuando s¢ presenta el cromosoma Ph™ resulta
dificil diferenciar si se trata de unz LMA de novo o de una LMC en crisis bléstica de tipo
mielode, cuya fase crénica ha pasado inadvertida. Resulta de gran importancia diferenciar
las Leucemias Agudas Ph'+ de la LMC, ya que el pronostico, tratamiento y segnimiento
es diferente, asi la LLA Ph+ es de mal pronéstico y durante el tratamiento con terapia
convencional se pueden logran remisiones citogenéticas ©*2*29,

CITOGENETICA DE LA FASE CRONICA

El marcador Ph' y su refacién con la evolucién clinica de LMC proporciona un
meodelo para el estudio de las bases genéticas del desarrollo del cincer. La presencia de
anomalias cromosémicas adicionales no aleatorias en clonas Ph' positivas durante la
progresion de la LMC, apovan el concepto de alteraciones genéficas primarias y
secundarias en la evolucién de la carcinogénesis .

En la gran mayoria de los pacientes en fase cronica (95%), el cromosoma Ph' esta
presente en todas las células al diagnéstico y persiste aun cuando se obtenga fa remision
clinica y hematoldgica con terapia convencional Esto contrastz con la leucemia aguda
Ph'+, en la cual la remisién citogenética se observa normalmente cuando el paciente
responde favorablemente a la quimioterapia V.
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El patrén citogenético més frecuente en la fase cromica es la presencia de un solo
cromosoma Ph’, sin embargo, se pueden encontrar los siguientes eventos™>;
1. Mosaico de células Ph' y células normales, observado generalmente al diagnostico y
con tendencia a desaparecer durante el curso de la enfermedad. La presencia de mosaico
ha sido asociada a una mayor supervivencia y mejor respuesta terapéutica .
2. Lapresencia de la t(8;21).
3. Anomalias estructurales secundarias o cambios muméricos (hipodiploidias o
hiperdiploidias). Alteraciones citogenéticas secundarias al Ph' estables durante Ia fase
cronica que identifican a los pacientes dentro del grupo de alto riesgo, asociados a un mal
prondstico y con mayor riesgo de transformacion blastica.

CITOGENETICA DE LA FASE ACELERADA

Durante la progresion de la ILMC se presentan anormalidades citogenéticas
secundarias, afin antes de presentarse datos clinicos, por lo que estas anormalidades se
toman como parte de los parametros que definen a la fase acelerada, ayudando a
identificar a pacientes con alto riesgo de llegar a crisis blistica y definir asi Ia terapia
adecuada en

Dentro de las anormalidades citogenéticas secundarias es importante identificar
aquellas que son inestables, las cuales no tienen significado prondstico. La desaparicion
de tales clonas y surgimiento de otras clonas anormales, es consistente con la hipotesis
que establece que los cambios secundarios inicialmente se producen al azar, y sblo son
estables cuando confiere una ventaja a la célula. @29

CITOGENETICA DE LA FASE BLASTICA

En la fase aguda del 70 al 80% de los casos cursan con alteraciones cromosomicas
secundarias estables, estos cambios pueden presentarse antes de la progresion de la
enfermedad y en general se asocian con manifestaciones clinicas de fase acelerada, por lo
que se consideran como una caracteristica de esta etapa y una manifestacién de z
transformacion de Ia enfermedad @V,
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Mitelman en 1976 propone el término de ruta mayor y menor para la evolucion
cromosémica de la LMC. Dentro de la ruta mayor se encuentra la adquisicion de un
segundo cromosoma Ph', trisomia 8 e isocromosoma 17 [i(17q)], y con menor frecuencia
Ia trisomia 19, trisomia 21, hipodiploidias e hiperdiploidias (Figura 2). En muchos casos,
mis de una alteracion cromosdmica secundaria se encuentran en los pacientes en fase
blastica, en promedio cada paciente presenta 3 alteraciones adicionales al PH®™,

Se han reportado anormalidades cardcteristicas asociadas a transformacion mieloide
o linfoide. Aproximadamente ¢l 70% de las transformaciones blasticas son de naturaleza
mieloide y las anormalidades citogenéticas secundarias caracteristicas son duplicacién del
Ph', +8, i(17q), +19, -Y, hipodiploidias e hiperdiploidias. En las transformaciones
linfoides las anormalidades caracteristicas son + Ph', +21,-Y e hipodiploidias ®®.

Duplicacién de cromosoma Ph'. Esta alteracién se presenta en un 14 % de los casos y
se observa frecuentemente junto con otras anormalidades, pero es raro asociarla con
(17q). Es el resultado de una duplicacién del Ph' y nc de una segunda translocacién. La
duplicacién de dosis por la presencia de dos copias de Ph” no ha sido establecida, ya que
se piensa que este segundo cromosoma permanece inactivo @,

Trisomia 8: se presenta en el 8 % de los casos y es ¢l cambio mis especifico para
transformacién mieloide. Esta anormalidad se produce después de la aparicién del
segundo Ph' € i(17q). Al menos 2 oncogenes mos y c-mic, se localizan en 8q y se piensa
que la sobre dosis de estos oncogenes contribuye al mecanismo de progresion®”.
Isocromosoma (17q): Es el principal indicador de la progresion de la enfermedad y su
presencia representa un mal pronéstico. La ausencia del gen tumor supresor p53,
localizado en 17p, ha sido relacionada con Iz progresion de la enfermedad®”.

Con la introduccién del manejo de Interfern para estos pacientes los anafisig
citogengéticos han sido mas frecuentes (cada 3,4 o 6 meses), contrario a los establecido
anteriormente, donde ¢l andlisis citogenético se realizaba solamente ante Ia presencia de
manifestaciones de la fase acelerada. Estos estudios han podido establecer mas
claramente que tipo de alteraciones cromosdmicas secundarias son mis frecuentes y su
significado como factores pronésticos®>".
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Figura 2. Ruta mayor y menor para la

evolucion citogenética de la LMC
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Hoy en dia el término Evolucion Citogenética Clonal (ECC) se refiere a la presencia o
desarrollo de anormalidades cromosdmicas adicionales al cromosoma Ph', estas excluyen
variantes del Ph' y alteraciones constitucionales. La ECC posee un significado pronéstico
para la LMC relacionado con el tipo de alteraciones, €l tiempo en que se desarrollan, su
frecuencia en las metafases y la presencia de otras caracteristicas de la fase acelerada.
Basado en esto se han agrupado a los pacientes en grupos de riesgo. La  alteracion
citogenética que posee mayor factor pronéstico es la presencia del i(17q), asi como Ia
complejidad de la clona. Dentro del grupo de menor riesgo se encuentran aquellos
pacientes que no presenten anormalidades de! cromosoma 17 y tengan un porcentaje
menor a 16% de metafases anormales y un intervalo de evolucién menor de 24 meses. En
este grupo la supervivencia media es de 54 meses. Por otro lado, para el grupo de mayor
riesgo se toma en cuenta a pacientes con alteraciones en el cromosoma 17, porcentaje de
metafases anormales mayor al 36 % y un itervalo de evolucién menor de 6 meses,

observandose una sobrevida de 6 meses .
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IIi BIOLOGIA MOLECULAR DEL Ph'’

En la 1(9,22) dos oncogenes fueron mapeados en los cromosomas involucrados, el
c-abl en el cromosoma 9 y ¢-sis para el cromosoma 22, El oncogen c-abl es el homélogo
normal del oncogen del virus de Ia Leucemia Murina de Abelson (VLMu-A), un virus que
puede causar leucemia en células pre-B de raton; c-sis es el homologo normal del gen
transformante del virus de sarcoma en simios. Dada la relacién entre LMC y la 1(9;22)
fue importante determinar si c-abl y c-sis estaban involucrados. Pruebas moleculares
demostraron que ambos oncogenes son reciprocamente intercambiados como resultade
de Ia translocacin, sin embargo c-sis no participa en la patogénesis de la enfermedad y
c-abl es fusionado a otro gen en 22q, al gen ber ®**D. (Figura 3a)

EL GEN c-abl.

El gen c-abl es ef homélogo normal al gen v-abl. Este gen se ha encontrado en
todos los vertebrados y su conservacion filogenética es tan amplia que se ha identificado
en Drosophila melanogaster, sugiriendo asi que ¢l gen c-abl participa en procesos
metabdlicos esenciales. En ef genoma humano c-abl se encuentra en el cromosoma 9, en
Ia banda q34 @, El c-abl clonado abarca aproximadamente 230Kb (kilobases) y esta
formado por 11 exones, siendo alternativos los dos primeros, los exones Ia y Ib. Estos
exones alternativos estdn separados por intrones extremadamente largos,
aproximadamente de 175Kb, que carecen de secuencias TATA y CAAT, y conteniendo
region;-,s ricas en secuencias GC con multiples repeticiones GCGGGC. Estas regiones
han sido identificadas come posibles secuencias de unién a factores que regulan
transcripeién. El exén Ia se encuentra a 19Kb del exon 2, mientras que el Ib ests
localizado a més de 200Kb del exén 2. Como resultado de esta configuracion gendmica,
dos édcido ribomicleicos mensajeros (RNAm) se transeriben, uno de 6 Kb formado por los
exones Ia al 11y el otro de 7Kb constituido por 1a union del exén Ib con el exén 2 al 11.
El hecho que el exén 2 de c-abl permita el intercambio de diferentes segmentos de DNA,
le confiere el potencial de fusionarse con otras secuencias diferentes y posiblemente
activarse ©3
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Figura 3. Genes involucrados en 1a 1(9;22)

c-abl

a3 all

b)
ela2 (LLAy LMA)
b2a?
{(LMC)
2 UL e ] b3a2
a2 U] sir ] ¢332 (LNC)

a) Esquema de los genes invoiucrados en fa t(9;22). Se representan los exones con
rectingulos, los infrones con knea verticales y los puntos de ruptura con fiechas verticales
para gen abl y flechas horizontales para el gen bcr.

b} Los transeritos de gen hibrido dor/abi. Los diferentes RNAm dependen del punto de
ruptura en el gen ber. El punto de ruptura en la LMC se produce en la regitn principal
{M-bcr), los transcritos resultantes son h2a2 v b3a2, dependiendo de la presencia del
exon b3 en el hibrdo. En la LLA y LMA el punto de ruptura se encuentra en la regitn
menor {m-fcr), mientras que para la Leucemia Neutrofilica Crénica (LNC) en Ia region
w-ber,
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Un solo producto proteico def gen ¢-abl normal ha sido idmtiﬁcado; CON un peso
de 145Kd, Hamado P145** y perteneciente 2 la familia de las cinasas de tirosina, enzimas
que catalizan 1 transferencia de un grupo fosfito de trifosfato de adenosina (ATP) al
aminodcido de la proteina sustrato. Las enzimas con actividad de cinasa de tirosina son de
gran interés, ya que se relacionan con receptores de diferentes factores de crecimiento y
transduccion de sefiales intracelulares. Sin embargo, P145™ no es un receptor de
membrana y su funcién normal no es clara ®2.

P145"” es expresada ubicuamente en vertebrados. La organizacién estructural de
la proteina incluye, de! amino al carbonilo terminai, un sito miristénico, un dominic SH2,
uno SH3, uno catalitico {cinasa de tirostna), un dominio de uni6n a DNA, una sefial de
localizacién nuclear y varios sitios de umion a SH3. La proteina es una cinasa nuclear,
cuya actividad es altamente regolada. Se ha observado que esta cinasa es activada por
agentes genotdxicos, produciendo una detencidn del crecimiento cehular seguida de
apoptosis. Se piensa que la fusidn de! gen c-abl con ber en ber/abl resuita en una
desregulacion de la actividad cinasa ®=*33%4,

EL gen ber

El gen ber abarca cerca de 70 Kb distribuidos en 23 exones, largas secuencias de
intrOnicas y un promotor que carece de cajas TATA o CAAT, Se transcriben 2 RNAm de
4.5 y 6.7 Kb que sor ubicuos en fibroblastos, células mieloides y linfoides. El producto de
la traduccion de este gen es una proteina de 160 Kd, no parece ser um receptor de
membrana y su papel en la hematopoyesis normal afin no esté bien definido %V |

P160 contiene 121 ammoacidos ¥ posee al menos tres actividades diferentes: una
actividad cinasa de serinaftreonina intrinseca a las secuencias codificadas por el primer
exon, un dominio SH2 de umidn 2 micleo y una actividad GTPasa asociada con su
secuencia amino terminal; estas actividades indican que P160 participa activamente en Iz
via de transduccién de sefiales © |
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CARACTERISTICAS MOLECULARES DE LA 1(9;22)(q34;q11)

El punto de ruptura en c-abi ocurre dentro de las regiones intronicas, entre los
exones 1a y 1b, o entre los exones 1a y 2 . Esta region abarca aproximadamente 300 Kb
de largo®”. (Figura 3a)

En la IMC, los rompimientos en el gen bcr se localizan en una area muy pequefia
de 5.8 Kb conocida como region principal de agrupacion de rompimiento (M-ber, mayor
breakpoint region), esta region abarca los exones bl al bS (también lfamados exones 12 al
16). La mayoria de los pacientes tienen puntos de ruptura entre los exones b2 y b3 o
entre b3 o b4 &9,

Como resultado del intercambio reciproco entre los cromosomas 9 y 22, los exones
a2 al 11 del gen c-abl, pudiendo estar presente €l exon Iz y/o Ib, son transladados al
cromosoma 22 para fusionarse con la secuencia 5° del gen her. Por otro lado en el
cromosoma 9 permanece la parte 3" del gen bre que se fusiona con 1a porcion restante del
gen c-abl ®**9. De esta forma y dependiendo del puato de rupturz en bcr se producen
dos tipos del gen fusionado ber/abl: b2a2 y b3a2. Ambas formas se transcriben en un
RNAm de 8.5 Kb que produce una proteina quimérica de 210 kd llamada p210*"% La
mayoria de los pacientes expresan uno u otro tipo de rearreglo b2a2 o b3a2, pero en 5%
de los casos se puede observar ambas formas debido a un procesamiento alternativo
{splicing) del RNAM®*®
Como se ha mencionado 1z presenciz del cromosoma Ph' no es exclusiva de la IMC, este
marcador también se presenta en oiros tipos de Leucemias, produciendo hibrébridos
ber/abl, cuya diferencia radica en ¢l punto de ruptura en el gen bor. Asi, para las LLA y
IMA et punto de ruptura en el cromosoma 22 se localiza mas hacia el extremo 5'del M-
ber. Este segmento se ha denominado regién menor de agrupamiento (m-ber), implicando
1z unién a c-abl del exon el de ber. Esto genera un gen hibrido €19a2 de ber/abl que se
traduce en una proteina de fusién mis pequefia de 190 Kd, denominada p190*™ Un
tercer punto de ruptura ha sido descrito en el extremo 3 de la region M-bor entre fos
exones ¢19 y €20 en una regidn que ba sido denominada micro-ber [p-ber]. El producto
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de Ia fusién €19a2 es una proteina de 230 kd llamada p230*™¥ Este hibrido es
caracteristico de la Leucemia Neutrofilica Cronica (LNC) ®**”, (Figura 3b)

Se han realizado estudios para determinar si existe alguna diferencia en las
caracteristicas clinicas, prondstico y respuesta a tratamiento en funcién det tipo de
transcrito que se presente en la LMC (b2a2 o b3a2), asi algunos reportes indican una
mayor incidencia de trombocitopenia en pacientes con un hibrido del tipo b3a2; mientras
que para los que poseen el rearreglo b2a2 se ha reportado una fase crénica mas
prolongada y mejor respuesta al interfer6n; sin embargo estos estudios no han sido
correborados estadisticamente ®*%,

El gen ber/abl y 1a proteina p210*#

P210°"¥ contiene 1096 aminodcidos codificados por c-abl fusionados a 927 o
902 aminodcidos codificados por ber, dependiende de 1a presencia del exon b3 de ber.
La proteina posee una actividad de cinasa de tirosina mayor que su contraparte normal
P145", cuya actividad normal se altera como consecuencia de su unién con bcr. Otra
diferencia importante entre estas dos proteinas se encuentra en su ubicacion, mientras
p210%" es una enzima citoplasmatica, P145* es una enzima nuclear #4,

Anilisis mutacionales han identificado varios dominios in p210*™® los cuales son
esenciales para la transformacién celular. Los correspondientes al gen ab! son los
dominios SH1 ( cinasa de tirosina), SH2 y de unién a actina; la porcién del ber contenida
en ¢l hibrido es una tirosina en posicién 177 y una secuencia rica en treoninas/tirosinas.
Su estructura le confiere un alto potencial de autofosforilacién, lo que le permite
interaccionar con un gran ntmero de substratos. La consecuencia biolégica de estas
multiple interacciones lleva al desarrollo de independencia de los factores de crecimiento,
un efecto antiapoptético y propiedades de adhesion celular aiterada 2,

El mecanismo de activacion involucra al menos tres proteinas adaptadoras {Gib2,
SH2 y CRKL) cada una de las cuales forma un complejo con p210°™. Estos
adaptadores acoplan la activacion de Ras (mediante la union con GTP). Asi, Ras per

medio de un conjunto de sefiales de transduccién produce un efecto antiapotosis ¥ una
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activacion de los genes de transcripcion “449,

La unién p210°™* 3 Paxillim (una fosfotirosina de 68 Kd) Heva a la union del
proto-oncogen pJ/20CBL y a la asociacién con una actina citoplasmitica. Estas
asociaciones llevan 2 la alteracién del citoesqueleto y al incremento en la capacidad de
adhesion de las células leucémica®?.

EL GEN ablber

El gen quimérico abl/ber, reciproco de ber/abl presente en el cromosoma 9, se
expresa en solo dos terceras partes de los pacientes con LMC. Se han identificado RNAm
del tipo abl-b3 y abl-b4 (conteniendo generalmente el exén Ib), estos mensajeros podrian
codificar para una proteina de 379 a 414 amino4cidos. La formacitn de esta proteina, su
posible funcién y participacion en la patogénesis de la enfermedad son desconocida. En
las células leucémicas la expresion del gen ber-abl, no suprime la expresion de los
transcritos normales bcr, abl, ni del gen quimérico abl-ber 47,
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IV LMC EN NINOS [POBLACION PEDIATRICA]

Un 5% de los casos con LMC son pacientes pediatricos, este grupo puede ser
dividido en tres categorias “®:

L. LMC del tipo del adulto, caracterizada por la presencia del cromosoma Ph’ y/o
el rearreglo ber/abl. Comparte las mismas caracteristicas de laboratorio, curso clinico y
respuesta al tratamiento con la LMC en adultos, se presenta generalmente en nifios
mayores de 4 afios.

2. LMC familiar, relacionada con desdrdenes mieloproliferativos de indole familiar,
cuya incidencia es baja.

3. LMC de! tipo juvenil (LMCj)

La LMCj representa el 2% de las leucemias en nifios, afecta principalmente a
menores de 4  afios, nunca en neonatos, por lo cual no se considera como una
enfermedad congénita. Existe una mayor predisposicién en varones que en mujeres. Se
considera un desorden clonal, con supresion de la hematopoyesis normal y proliferacién
de células monociticas y macrofagos neopldsicos mediada por TNF-A, GM-CSF y
posiblemente otras citocinas como IL1a. A diferencia de la LMC del tipo del adulto no se
presenta cromosoma Ph'+ y/o rearreglo molecular ber/abl. La enfermedad presenta una
evolucién desfavorable con un promedio de 10 meses de supervivencia y una respuesta
terapéutica pobre “>*%

Las manifestaciones clinicas y datos de laboratorio son muy variadas, entre los més
comunes estan fiebre, malestar general, palidez, esplenomegalia, hepatoesplenomegalia y
erupcion eritematosa descamante. Existe una alta morbilidad debido a Ia supresion de la
hematopoyesis normal ¢ a la infiltracién de monocitos dentro de tefido pulmonar,
gastrointestinal u otros que conduce a hemorragia y/o disfuncién de 6Organos; la
transformaci6n bléstica ocurre en menos de 20% de los casos .

Entre los datos de Iaboratorio que comparte con la LMC del adulto se encuentran
leucocitosis (en la LMCj es < 10°/L), fosfatasa alcalina disminuida y eosinofilia. Mientras
que difiere de la LMC del adulto por la monocitosis, trombocitopenia, ausencia del
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antigeno L, disminucion de hemoglobina A, aumento de Hemoglobina fetal y algunos
elementos caracteristicos de Ia eritropoyesis fetal como son glébulos rojos sucleados y
niveles GOPD, anhidrasa carbonica, como la falta de basofilia. El cultivo de céhilas in
vitro presemia una proliferacién de colonias monociticas en ausencia de factores de
crecimiento y una alta sensibilidad de las células progenitoras por el factor de crecimiento
de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) 2.

El diagnéstico es dificil por la gran heterogeneidad clinica, asf como por su
similitud en las manifestaciones clinicas con infecciones virales vy otros desérdenes
mieloproliferativos (va que Ia proliferacién mielomonocitica es morfolégicamente normal)
153)

Enire los criterios diagnésticos utilizados se encuentran “
Leucocitesis con monocitosis absoluta (>450/ul)

La presencia de células mieloides inmaduras en sangre periférica.
Menos del 25% de blastos en méduia dsea.

Estudio negativo para infecciones virales (CMV, rubéola, EBV)
Ausencia del cromosoma Ph’ y del rearreglo molecular ber/abl.

LA A

El estudio citogenético es importante para establecer el diagnstico, principalmente
parz excluir la presencia del cromosoma Ph'. La LMC] en la mayoria de los casos
presenta un cariotipp normal, sin embargo algunos pacientes muestran algouas
anormalidades citogenéticas, como la monosomia 7 y la del(13)(q14), pero sin resultados
consistentes ©%.

El diagnostico diferencial debe realizarse con la LMC del tipo del adulto, diversos
sindromes mielodisplasicos e infecciones virales. Existe una gran similitud entre la MG}
y Ia leucemia mielomonocitica crémica, por lo que diversos autores sugieren que se trata
de la misma entidad. Por otra parte entre la LMCj y ¢l sindrome de monosomiz 7 existe
controversia por definir si se trata de la misma enfermedad, ya2 que los dos son
padecimientos casi exclusivos de nifios, con predominancia en varomes, cursan con

trambocitopenia, esplenomegalia y un pronéstico pobre. Sin embargo, existen evidencias
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que muestran que son eafermedades diferentes, asi el sindrome de monosomia 7 forma
parte de un conjunie de entidades asociadas con la delecion del cromosoma 7, mientras
que la LMC;j es un desorden mieloproliferativo donde la monosomia 7 es la anormalidad
citogenética que puede presentarse al disgnéstico o durante la progresién de la
enfermedad ©4*.

La respuesta al tratamiento con terapia convencional para LMC del tipo del adulto
no muestra buena respuesta, mientras que el uso de INFa2A solamente muestra en
algunos casos una respuesta hematologica parcial. Se emplea cominmente arabinoside de
citosina (Ara-C) solo o con 6-mercaptopurina, obteniéndose en general pobres
resultados. El 4cido retinoico puede ser il para inducir una respuesta clinica y de
laboratorio prolongada, en especial antes de realizar un transplante de médula 6sea. Este
ultimo se considera la dnica alternativa posible parz la cura de esta enfermedad®>**® |

Existen diversas hipdtesis para comprender el mecanismo carcinogénico de esta
enfermedad, en general los principales son:

1. Genes localizados en el cromosoma 7 que contribuyen a la regulacién del
crecimiento mieloide, asi la delecion o pérdida de este cromosoma altera funciones de
genes tumor supresor ©9.

2. Mutaciones en el gen c-ras han sido identificadas en diversos pacientes con
LMCGj 2.

3. Aproximadamente 10-15% de los casos con LMCj deben ser asociados con la
neurofibromatosis tipe I (NF-I), eafermedad autosdmica dominante. El gen NF-I se
localiza en el cromosoma (17)(q11.2) y codifica para la proteina neurofibrina que regula
la actividad biologica de p2 Iras, actuando como un gen tumor supresor; asi [a mutacién
del tinico alelo funcional para el gen NF-I en la neurofibromatosis lleva a la desregulacion

de c-ras ®457

4. En la delecion 13(q14), se pierde €l gen tumor supresor RBI, que funciona

como un regulador negativo de ciclo celular por lo que su ausencia puede contribuir a 1a
patogénesis de la neoplasia®®.



V TRATAMIENTO DE LA LMC

MONOTERAPIA

La terapia de la LMC continda siendo insatisfactoria, aunque tanto radioterapia
como quimioterapia han mostrado eficacia en la fase crénica de la enfermedad, no alteran
su curso clinico y su objetivo es solo como tratamiento paliativo. En generat, los sintomas
y signos clinicos se relacionan directamente con el recuento leucocitario; tratando de
mantener <50,000/mi para asegurar que el paciente permanezcs asintomatico. No se
consigue una remisién verdadera porque Iz clona Ph! positivo persiste; los intentos de
reducir o eliminar esta poblacién con quimioterapia intensiva no producen curacién y

solo han conseguido una modesta mejoria en la duracién de la supervivencia®*®.

Busulfin. El busulfén (myleran, un acido sulfonico) es un agente alquilante, que
actiza inhibiendo la sintesis de DNA, ejerce su efecto primordialmente a nive! de la célula
tallo primitiva, y por lo tanto su efecto es més prolongado. Es evidente la depresién
selectiva de la granulopoyesis. Con dosis altas del farmaco también puede haber
supresion de plaquetas y elementos eritroides, y en algunos pacientes surge pancitopenia
intensa y duradera. Al parecer la accién citotoxica no abarca los tejidos linfoides ni el
epitelio gastrointestinal. Por via oral se absorbe adecuadamente, y tiene una vida media
en la sangre de dos a tres horas. Practicamente todo el farmaco se excreta por la orina en
Ia forma de acido metanosulfonico™?.

Se obtienen largos periodos de control hematolégico ¥ su costo es
refativamente béjo, haciéndolo atractivo cuando el factor econdémico es importante. Debe
realizarse un monitoreo cuidadoso del recuento leucocitario, dado que toda
sobredosificacién puede llevar a una intensa pancitopenia. Se observa remision clinica en
85 a 98% de los pacientes después del primer ciclo de tratamiento y produce remision%

largas definidas por el control de la leucocitosis, trombocitosis y reduccién de sintomas
61.62)
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La dosis de busulfin es usualmente de 2-4 mg/m’/d, atil paral reducir la
leucocitosis en un 50%, posteriormente la dosis se reduce a la mitad y se interrumpe
cuzndo Ia cuenta de blancos estd por debajo de 20,000/ml. Es restituida cuando se
incrementa por arriba de 50,000/ml. El descens;) de células blancas se observa entre los
10-14 dias de iniciado el tratamiento, la respuesta plaquetaria signe dentro de las 2 a 6
semanas y Ia regresion de la esplenomegalia toma varios meses. Con este medicamento
persiste la clona maligna Ph'+ (persistencia del cromosoma Ph™ en 100% de las
metafases); por ello no cabe considerar que se alcanza una remisién auténtica, que
implicaria el resurgimiento de una célula pluripotencial normal ©%*V |

La terapia de mantenimiento es variable, alemando periodos de monitoreo
leucocitario sin tratamiento, con dosis bajas 0 moderadas de busulfan y ocasionalmente
es necesario reinducir la remision con dosis similares a las utilizadas en el inicio de Ia
enfermedad ®5 .

Los efectos toxicos principales del busulfin dependen de sus propiedades
mielosupresoras, y un peligro puede ser la pancitopenia y trombocitopenia duradera en
un 5-10% de los pacientes. Pocas veces retorna fa celularidad medutar a lo normal y se
han sefialado casos ocasionales de nauseas, vémifo, diarrea, impotencia, esterilidad,

amenorreas y malformaciones fetales, ademis el busulfan es leucemégeno **%,

Hidroxurea. La hidroxiurea inhibe especificamente la sintesis de DNA al actuar
sobre Ia enzima ribonucledtido reductasa, requerida para la sintesis de deoxinuclestidos.
El farmaco actfia en la fase S del ciclo celular, deteniéndolo en la interfase G1 - §. Este
farmaco es preferido por muchos a causa de su menor toxicidad con relacion al busulfin.
Tiere un rdpide efecto en la reduccién de globulos blancos (menor de 24 horas). No
produce supresion prolongada en medula dsea, y cuando se sobredosifica la médula
Gsea tiende a recuperarse rapidamente®”.

La administracion de dosis arales iniciales es de 1-2 mg/m?/d, y esta dosis se
ajusta para mantener una cuenta de globutos blancos de 10,000 - 20,000/mm®. Como

consecuencia de la breve duracién de su efecto, el tratamiento debe mantenerse de forma
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continua, con la administracién de este farmaco se logra solo remision hematolégica pero
no citogenética. La vida media del firmaco es de unas dos horas, cruza facilmente la
barrera hematoencefafica y cerca del 80% del firmaco se excreta por la orina en un
término de 12 horas®*".

El principal efecto téxico es la depresién hematopoyética, que incluye leucopenia,
anemia megaloblastica y a veces trombocitopenia; el restablecimiento de la médula 6sea
es ripido cuando se interrumpe el uso del farmaco durante unos dias. Otras reacciones
adversas son perturbaciones gastrointestinales y reacciones dermatoldgicas leves; con

menor frecuencia s¢ observan estomatitis, alopecia y manifestaciones neurologicas ©V .

OTRAS MODALIDADES TERAPEUTICAS

La irradiacién esplénica tiene un papel secundario en el tratamiento con una
dosis de 6 - 10 Gy (600-1000 rad) administrados en fracciones diarias de 0.25 - 2 Gy/d.
La radioterapia puede controlar Ia leucocitosis y la esplenomegalia durante varios meses,
pero fa enfermedad se vuelve resistente tras varios ciclos de irradiacion. Puede emplearse
en casos de LMC refractaria o en pacientes en fase terminal con esplenomegalia
pronunciada®*™® |

La esplenectomia puede eliminar las molestias abdominales y mejorar la
trombocitopenia y las necesidades postransfusién cuando la esplenomegalia no puede
controlarse con quimioterapia o radioterapia. No existen pruebas de que la esplenectomia
durante la fase cronica desempefie un papel significativo en el control de Ia enfermedad.
A causa de los riesgos quinirgicos, el aumento de la incidencia de trombocitosis
postquirirgica y la posibilidad de fenémenos hemorrigicos, no se recomenda la
esplenectomia rutinaria, sélo debe conmsiderarse enm pacientes que presenten
complicaciones relacionadas con el bazo, tales como la esplenomegalia dolorosa, el
infarto esplénico y las citopenias con requerimientos transfusionales repetidos

secundarios a hiperesplenismo “®.
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La Leucoféresis consigue una mejoria de la sintomatologia, pero no logra
prolongacitn en la fase crémica de la enfermedad. Por otro lado, esta forma de
tratamiento resulta costosa en tiempo y dinero. La leucoféresis se utiliza en mujeres
gestantes afectadas de LMC, para evitar las conseciencias de los posibles efectos
teratogénicos de la quimicterapia®®”,

El tratamiento con fosforo radiactivo, irradiacién esplénica, leucoféresis v la
esplenectomia en la LMC sole conceden alivio asintomético y mejoran la catidad de vida
de! paciente en fase crénica. Aunque todavia se utilizan para problemas individuales han
sido ampliamente remplazadas por quimioterapia convencional En la actuafidad las
modalidades terapéuticas convencionales que mas frecuentemente se emplean se basan
en los agentes citotéxicos busulfin e Hidroxiurea .

Tratamiento durante la fase de transformacién blastica.

En afrededor del 50% de los pacientes que sufren la transformacion Tinfoblastica
puede obtenerse una buena respuesta a la quimioterapia. El intento de induccién de la
remisién se efectiia con vincristina y prednisona, igual que en la LLA. La duracién de Ta
remisién y la supervivencia suelen ser cortas. En pacientes con transformacion
mieloblastica, el tratamiento es mediante arabindsido de citosina ¢ hidroxiurea que
pueden producir femisiones, pero la supervivencia suele ser corta 2 .

Quimioterapiz intensiva. Los esquemas terapéuticos son similares a los
utilizados en las leucemias aguda, con inclusion de citarabina y 6-tioguanina o
combinadas con L-asparaginasa, o daunorrubicina, citarabina, vincristina y prednizona
con rubidazona o ciclofosfamida, y doxorrubicina, vincristina, citarabina y 6-tioguanina.
Estas permiten la reduccién del Ph’ (hasta en 35%), sin embargo este efecto es solo

transitorio (seis 2 ocho meses) %%,
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INTERFERON

El interferon (INF) fue descubierto por Issacs y Lindemm en 1957. Su nombre
proviene de su habilidad por interferir ataques subsecuentes de virus a células blanco.
Los interferones consiituyen una grupo de glicoproteinas sintetizadas por células
eucariontes come respuesta a virus, antigenos o mitbgenos. Poseen actividad biologica
pleiotrépica, entre las que se incluyen un efecto antiprofiferativo, mmunomodulador,
antiviral e inductor de la diferenciacion. Los INFs humanos se clasifican en funcién de
sus diferentes fuentes de produccion, secuencia de aminodcidos, propiedades bioquimicas
y antigénicas en tres grupos: Interferon-alfa (INFo), Interferon-beta (INFB) e Interferon-
gama (INF-y)©>®,

- Se dividen en dos clases principales: la clase I agrupa al INFa y INFf; cuyos
genes se localizan en el cromosoma nueve y poseen una homologia del 25% en amino
acidos, son estables en medio acido, comparten un receptor en conmin y son sintetizados
por leucocitos y fibroblastos respectivamente. En contraste, la clase I o INFy, es labil en
medio 4cido, es una molécula estructuralmente diferente a la anterior, con un receptor

especifico, producido por linfocitos T y cuyo gen se localiza en el cromosoma seis ©>59.

RECEPTORES DE INTERFERON

Los receptores para INFs tipo I y I comprenden a Ia familia de receptores de
citocina clase . Contienen regiones conservadas de cisteina, tirosina, triptofano y
prolina. Poseen una Gnica subunidad maltiple. Estos receptores carecen de actividad de
cinasa, en su lugar se encueniran asociados en su dominio citoplasmatico con lz familia
de proteinas cinasas Janus (Jacks) .

El receptor de los INF tipo I se compone de dos subunidades: INFR1, uma
glicoproteina de 515 aminodcidos y INFR2, el componente de union al ligando, se
presenta en diferentes isoformas (la forma fimciopal es una glicoproteina de 515

aminoacidos). Los genes para estas dos subunidades se localizan en el cromosoma 21 y
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se asocian con las proteinas Jacks, TyK2 y Jak1 . A diferencia de! INF tipo L ¢l INF tipo
1F se une a su receptor en forma de dimero. Este receptor esta formado por dos
subunidades: INFy R1 y INFy R2, codificadas por los genes localizados en los
cromosoma 6 y 21, respectivamente. Las proteinas Jack asociadas a las subunidades
INFyR1 ¥ INFyR2 son Jakl y Jak2, respectivamente. En ambos tipos de receptores, la
oligomerizacion del receptor depende de su union al ligando (INF) y es un paso esencial
en su activacion. Esta unién desencadena un conjunto de transduccion de sefiales que se

transmiten en cascadg €359,

TRANSDUCCION DE SENALES POR INF.

Los INF ejercen su efecto por su unién al receptor en la superficie celular,
desencadenando un conjunto de transduccién de sefiales que Hegan al micleo y permiten
la expresién de un conjunto genes (ISGs, genes estimulados por INF). La expresion de
estos ISGs es mediada por la fosforilacion de tirosina dentro de un sistema llamado Jack-
Stat, proporcionando asi la gran variedad de efectos biologicos del interferén. Este
sistetna participa en la transduccién de sefiales de otras citocinas como las interleucinas,
factores de crecimiento y de hormonas™*”,

La unién del INF al receptor lleva a un cambio conformacional del receptor, esto
produce la autofosforilacion de unas proteinas asociadas al receptor (una cinasa de la
familia Janus (Yaks). Las Jacks activadas fosforilan tirosinas especificas de cada una de
las subunidades del receptor, estas fosforilaciones permiten la unién al receptor de una
familia de proteinas citoplasmiticas (Stats) que son entonces fosforiladas por las Jaks,
permitiendo [a formacién de dimeres Stat. Estos dimeros se unen con unz proteina p48
para formar el complejo ISG factor 3; tanto Stat como p48 poseen sitios de unidn a
DNA (SH2 y SH3). El complejo llega al niicleo y reconoce secuencias altamente
conservadas, Hamadas elementos de respuesta al estimufo de! INF (ISRE) en el caso del
INF tipo 1y sitios GAS para ¢} tipo II, estas secuencias forman parte de los promotores
de los ISGs. Los mecanismos de atenuacion de este conjunto de transduccion de safiales
no son entendidos claramente, pero diferentes estudios sefialan la participacion de
enzimas fosfatasas, Aunque los INF tipo I comparten el mismo receptor, existen
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diferencias en su afinidad, determinando asi los diferentes efectos biologicos entre estos
INF. Estas diferencias son de gran importancia para su uso terapéutico®®5%,

Utilizacién clinica del INFa

Los INFs fueron las primeras citocinas aprobadas para uso clinico. Se utilizan en el
tratamiento de enfermedades virales y en un amplio nimero de tumores solidos ¥
neoplasias hematolégicas Tabla 2167,

Tabla 2 Neoplasias bumanas tratadas con INFs

Desordenes Linfoproliferativos
Leucemia Mieloide Crénica
Leucemia de células peludas
Linfoma nodular
Linfoma de células T
Mietoma Multiple

Tumores solidos
Carcinora renal
Melanoma maligno
Satcoma de Kaposi
Céncer en ovario
Céncer de Vejiga

Los INFa para uso clinico son obtenidos por tres diferentes vias: 1. Mediante
estimulacién con virus u otros inductores sobre células bumanas, leucocitos o cultivo de
células finfoblasticas [INFaNly INFaN2]. 2 Utilizando técnicas de Ingenieria genética.
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Los INF recombinantes, utilizados en la clinica son rINFu2a, rINFa2b e rINFa2c, que
difieren entre si s6lo por ua aminoacide. 3 Una molécula de INFx obtenida por medio de
un gen sintético con las secuencias consenso mas frecuentes en los diferentes subtipos de
INFa, designado INF consenso ‘%,

Resuilta importante identificar el tipo de INF v su preparacién debido a que
estos diferentes INFo no comparten las mismas propiedades para su uso clinico. Asi los
riINFa permiten una amplia utilizacion de esta citocina en el campo clinico,
proporcionando ventajas importantes como una mayor produccion, baja incidencia de
formacion de anticuerpos neutralizantes, una rapida interaccién con el receptor (in vitro)
¥ una mayor estimulacion de 1a actividad NK “»™,

Mecanismos antitumorales del INFa

El mecanismo antitumoral del INFa puede estar mediado por su actividad
citostitica directa (reduccidn de la proliferacién celular) mediante modulacion de
oncogenes (c-myc, N-ras, c-scr, p53, c-fos,RB ). Los INFs deben ser directamente
citotéxicos lievando a la lisis celular o bien produckr indirectamente su efecto
antitumoral por modulacion de la respuesta immune (aumento en la superficie celular de
antigenos asociados a tumores o induccién de anticuerpos contra células neoplasicas,
aumento de citotoxicidad tumoral por macrofagos, células NK. y linfocitos T). La
reduccion de angiogénesis inducida por tumores y la induccién a la diferenciacién de
células neopldsicas deben sumarse a los efectos del INF en las neoplasias humanas €™,

Otros mecanismos antitumorales del INF se encuentran 7%:

1. La correccion en la expresién de un antigeno relacionado con la activacion de
linfocitos T, que se encuentra defectuoso en las células leucémicas de LMC.

2. Restauracién de la adhesién normal de células progenitoras en la médula 6sea,
por correccion de la expresién y funcién de la integrina B1.

3. Inhibicién del factor transcripcional E2F, que se une a los promotores de una

gran variedad de factores de crecimiento.
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INFu en el tratamiento de Imc

Apartir de 1983, Talpaz™ inici6 el reporte de sus trabajos en LMC con INFo,
desde entonces diferentes réportes han confirmado el efecto selectivo del INF sobre las
células leucémicas; este efecto es observado en la supresién de la clona Ph'. Esta
disminucién de Ia carga tumoral proporciona una mayor duracién de Ia fase crénica, con
lo cual este firmaco no solamente ayuda a la desaparicion de los sintomas de Ia
enfermedad, sino modifica su curso natural (Tabla 3). A pesar de lo anterior, todos los
casos progresan a fase blastica ™79,

Tabla 3 Efecto de la terapia sobre Ia supervivencia media en la fase cronica

de LMC
Terapia Meses
Ninguna 20-31
Irradiacion esplenica 28
Busulfan 53-45
Quimioterapia intensiva 36-45
Interferon 55-72

El INF proporciona remisién hematologica en un 70-80% de los casos y una
Tespuesta citogenética mayor en un 5-27% de los pacientes tratados, basados en los
criterios de respuesta al tratamiento en LMC (Tabla 4). Una respuesta citogenética
mayor proporcionz un aumento significativo de Ia supervivencia en relacién a los

pacientes que no obtienen esta remisién @79,
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Tabla 4. Criterios de respuesta al INFa. en pacientes con LMC

[Respuesta Categoria Criterios
Hematologica Completa Normalizacién de la cuenta de leucocitos
Normalizacién de cuenta de plaquetas
Desaparicion de todos los sintomas y
signos de la enfermedas
Parcial Normalizacién decuenta leucocitaria
pero persistencia de formas
inmaduras
o esplenomegalia.
Citogenética Completa* 0% de evidencia del Ph'
Parcial* 5-34% de matafases Ph'
Menor 35-95% de metafases Ph'
Nula 100% de metafases Ph'
* Respuesta citogenética mayor.

El tratamiento con interferén induce una remision hematolégica prolongada y
citogenética, sin embargo rara vez se obtiene la erradicacién completa de la enfermedad
a nivel molecular. Aunque la desaparicién completa de células Ph' no parece ser
necesaria para largos periodos de remision, la respuesta al interferon debe disminuir
durante la progresion de la enfermedad ©

Algunos estudios muestran una relacion dosis-respuesta en la administracion de
este firmaco, recomendando la dosis de 3-5 mU/m® al dia o la méxima tolerada. Fi
tratamiento es iniciado con dosis bajas v es escalonado hasta obtener la dosis
recomendada. Se prefiere la administracion antes de dormir y junto con acetaminofén
para evitar efectos colaterales tales como fatiga, depresion e insomnio™>"®,

En general el INF presenta grandes ventajas como son un alargamiento de la
fase cronica, una buena calidad de vida y un efecto sinérgico al ser administrado junto
con otros medicamento (Ara-c), sin embargo, su utilizacién implica un gran costo, por lo
cual es necesario evaluar sy efecto costo-beneficio ™™,

33



TRASPLANTE DE MEDULA OSEA (TMO)

El TMO ¢s un tratamiento cuyo objetivo es la destruccion completa de las células
defectuosas o neoplésicas por quimioterapia intensiva y el restablecimiento de la funcién
medular por medio de una médula 6sea normal®, ,

Los tipo de transplante dependiendo del injerto son tres: singénico, alogénico y
autdlogo. Un injerto singénico es aquel en el que el donante y el receptor sonm
genéticamente idénticos (gemelos idénticos). Un injerto alogénico es aquel en ¢l que el
donante y el receptor tienen origen genético diferente. Un injerto medular autélogo
significa Iz administracién de quimioterapia o radioterapia nara eliminar las células de
médula dsea del paciente y la reposicion de l1a propia médula del paciente previamente
tratada para eliminar las células leucémicas®.

Aunque la respuesta al tratamiento mielosupresor en la fase cromica es
satisfactoria, la terapéutica solo es paliativa, y la enfermedad es invariablemente mortal.
La unica opcidn curativa es e TMO alogénico, sin embargo muestra una morbilidad
sustancial y riego de mortalidad. EI TMO autélogo tan sélo ofrece modestos beneficios
para la mayoria de los pacientes, pero puede ser valioso para una minoria que no cuenta
con donador adecuado®

Trasplante alogénico

El objetivo del TMO alogénico consiste en la curacion de la enfermedad mediante
la destruccion de la médula dsea leucémica a través del empleo de dosis letales de
tratamiento quimioterapéutico, seguido de la recuperacion de la hematopoyesis a partir
de células normales del donante con HLA idéntico o lo més parecido al receptor™.

Este tratamiento s¢ encuentra disponible sdlo para  adultos menores de 55 afios
con hermanos compatibles en el sistema HLA. Un 60% de los adultos tienen una
supervivencia prolongada sin afeccion después del TMO y parecen estar curados. Los
mejores resultados (indice de éxito de 70 a 80%) se obtienen de menores de 40 afios de
edad. Para pacientes jovenes sin hermanos compatibles para donar médula, puede

emplearse a donadores no relacionados HL.A-compatibles. Los resultados son inferiores
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a los que se logran con transplantes de hermanos HLA-compatibles, proporcionando un
indice de curacién del 30 al 50%%*

Este tipo de transplante presenta un efecto antileucémico que consiste en la
alorreactividad de las células del donador contra las células del receptor, es un
mecanismo similar al que ocasiona Ia enfermedad mjerto contra hnésped. Este efecto
antileucémico se aprecia en la menor incidencia de recaidas en individuos afectados por
enfermedad injerto contra huésped y un aumento en la recaida en individuos con médula
6sea sin células T y los TMO singénicos. Algunos factores que influye en forma negativa
a este tipo de transplante es el régimen de acondicionamiento previo al T™O,
incompatibilidad ABO y seropositividad al citomegalovirus®*,

El tratamiento previo al TMO con INF permanece sin ser claro, algunos
reportes indican una influencia negativa cuando éste es utitizado, debido principalmente a
que los antigenos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad tipo T son altamente
expresados por el INF. Por otro lado, otros estudios sostienen que no existe un efecto
adverso y recomiendan utilizar el INF antes del TMO durante no m4s de un afio previo al
tratamiento (Figura 4). Para los pacientes que entran en recaida se recomienda un
segundo transplante, de ser posible y la administracién del INF para eliminar !a clona Ph!
(7,88

El momento optimo para realizar el TMO en pacientes con LMC es en la fase
cronica, debido a que los pacientes responden adecuadamente a la terapia de
acondicionamiento, que erradica Ia clona leucémica, permite a las céhulas tallo normates
transplantadas repoblar ia médula dsea del paciente. El TMO en pacientes con LMC en
crisis blastica, como los de otras formas de leucemias avanzadas, ha dado lugar a un

. indice de curacion en aproximadamente el 15% de los casos ™.
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Figura 4. Estrategias en el manejo de la LMC
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VI MONITOREC DE ENFERMEDAD
MINIMA RESIDUAL EN LMC

El t€rmino enfermedad minima residual (EMR) se aplica a la presencia de células
neopiasicas presentes una vez alcanzada la remision clinica y disminuida la carga
tumoral. El grado en la deteccién de células tumorales depende de la sensibilidad del
método utilizado. La importancia en el monitoreo de la EMR radica en la oportuna
identificacion de pacientes con alto riesgo de recaida o progresién de la enfermedad®”,

En el caso de la LMC la EMR se presenta principalmente en el tratamiento con
INF y en el TMO, su monitoreo cuenta con un marcador especifico de la enfermedad
que es el cromosoma Ph' o el rearreglo ber/abl. El andlisis cuantitativo de las células
leacémicas por citogenética o biologta molecular permite el monitoreo de la actividad
de la enfermedad, por lo que tiene un uso c¢linico relevante para Ia vigilancia de la
respuesta al tratamiento y la evaluacion del prondstico. Las principales técnicas
empleadas para ¢l monjtoreo de EMR son la citogenética convencional, la hibridacion
DNA-DNA tipo Southern (Southern blot), la hibridacién in vitro con fluoresencia
(FISH) y la reaccién en cadena acoplada a la transcriptasa reversa (RT-PCR) ©*%).

CITOGENETICA

Las técnicas citogenéticas son las pruebas mds accesible para el diagnéstico y
seguimiento de la LMC. La presencia del Ph' confirma el diagnéstico, pero no lo
excluye ya que este marcador es detectado en solo un 95% de los pacientes. El
seguimiento citogenético permite la identificacién de anormalidades secundarias,
caracteristicas de la fase acelerada, ayudando asi a tomar decisiones terapéuticas para
prevenir fa fase blastica. El andlisis citogenético permite una evaluacidn cuantitativa de
la respuesta a diversos tratamientos (como son INFa solo o combinado con AraC,
TMO), esta respuesta citogenética ha sido clasificada en funcion del porcentaje de
células Ph' presentes y es clasificada en mayor (1-34% de células Ph"), menor (35-
95%) y nula (100% de células Ph'). En el manejo con INF la presencia del Ph! en
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pacientes con remision citogenética prolongada y suspension de INF, determinan el
reinicio del INF. Asi la respuesta citogenética es el estindar de oro en el seguimiento
de la LMC, como un indicador prondstico util en las decisiones terapéuticas®.

Desafortunadamente la sensibilidad de este estudio depende del mimero de
metafases analizadas, el cual no ha sido estandarizado debido principalmente a la
dificultad de obtener celulas en division 2.

SOUTHERN BLOT

En esta técnica el DNA obtenido de la muestra en estudic es tratado mediante
enzimas de restriccion, los fragmentos resultantes son separados con base a sus
tamafios mediante electroforesis en gel de agarosa y transferidos a una membrana de
nitrocelulosa o nylon. El DNA unido a la membrana es expussto a una sonda de DNA
marcada para Ta hibridacién de secuencias complementarias®>.

La técnica requiriendo la presencia del 1-5% de células con el rearreglo
molecular, por lo cual el reamreglo bcr/abl es sensible a ser detectado. Entre las
ventajas de esta técnica sobre el analisis citogenético se encuentran®:

* La identificacion del rearreglo molecular en el 5% de los pacientes que son
citogenéticamente son Ph’.

‘ + Es independiente de ia divisién celular, por lo cual no es necesario suspende el
tratamiento del paciente.

¢ Puede ser utilizada la sangre periférica, permitiendo una mayor frecuencia de
anélists.

Esta técnica permite una evaluacién semicuantitativa del niimero de rearreglos en
la muestra analizada, basindose en una medicién densitométrica al comparar la sefial
del rearreglo y el gen normal bcr, obteniendo el indice de intensidad del rearreglo
(RI0) que permite la estimacion proporcional del mamero de células que levan i
rearreglo. Sin embargo, la técnica es laboriosa, requiere grandes cantidades de muestra
y no identifica si las células leucémicas son activas transctipcionalmente. Ademsas, no

identifica rearreglos secundarios caracteristicos de Ia progresion de la enfermedad ©*,
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FISH (Hibridacién in situ fluoresente)

Esta téenica utiliza una sonda matcada para la hibridacion DNA-DNA  sobre
células o tejidos para identificar una secuencia en particular, se emplea una sonda
marcada con un compuestos fluorecentes o haptenos que permiter su visualizacién
directa al microscopio®.

La técnica es til para el diagnéstico y monitoreo de LMC, permite Ia deteccion
de aproximadamente 1% de células leucémicas, Utiliza dos diferentes sustancias
fluoresentes para la identificacién del gen quimérico. Entre las ventajas de esta técnica

s€ encuentran:

¢ La prueba es relativamente rapida en comparacién 2 Soutern blot

¢ Requiere una menor cantidad de muestra

¢ La muestra puede ser util atn después de largos periodos de almacenamiento a
temperatura ambiente.

o Permite una evaluacion cuantitativa mas precisa, por lo que tiene una mayor

importancia en la respuesta a tratamiento

RT-PCR

Es una técnica Gtil para analizar ef nivel de expresién de RNAm, se emplea la
actividad de la transcriptasa inversa que los convierte a moléculas de cDNA para su
posterior amplificacion mediante ia reaccion en cadena de Ia polimerasa. La sensibilidad
de este ensayo permite la deteccion de una célula con rearreglo ber/abl entre 10°
células normales. La técnica de RT-PCR es aplicadz en esta enfermedad,
principalmente para el diagnéstico de enfermedad minima residual en tratamiento con
INF y TMO®*,
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Otra aplicacion importante es la identificacion de los diferentes puntos de ruptura
molecular involucrados en la translocacién, esto puede representar un factor prondstico
de 1a enfermedad ©°

Para aumentar la sensibilidad de esta técnica se emplea un PCR nido, que
consiste en una segunda reaccion de PCR cuyos oligonucledtidos se localizan dentro de
la region que fire amplificada en una primera reaccién de PCR, este método permite la
amplificacién de nna célula cancerosa en 10° células normales ®*. (Figura 5)

El tratamiento con interfer6n induce una remisién hematolégica y citogenética
largas, sin embargo, rara vez se obtiene una erradicacion completa de la enfermedad a
nivel molecular. Aunque la completa desaparicion de células Ph' no parece ser
necesaria para largos periodos de remision, la respuesta al INF debe decrecer durante la
progresion de la enfermedad®®.

Una nueva modalidad en esta téenica que no solo aumenta la sensibilidad, sino
que permite hacerla cuantitativa es el RT-PCR. semnicuantitativo, en el cual se utilizan
diferentes titulaciones con un vector sintético cuyo producto de PCR es conocido y que
compite por los oligonucledtidos con el rearreglo ber/abl. Esta técnica proporciona
una mayor informacion en el seguimiento de pacientes con EMR, ya que si un paciente

muestra aumento en el mimero de transcritos, esto es indicador de progresion®™®®,



Figura 5. Localizacion de los oligonucléotidos en
la PCR NIDO.
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3. OBJETIVOS

Objetive General;

e Evaluar la respuesta al tratamienio con INFo2A en 22 pacientes con LMC tanto
para induccién de remision como para mantenimiento, mediante ef analisis citogenético
y molecular del cromesoma Ph'.

Objetivos Especificos

+ Comparar Ia respuesta terapéutica entre adultos y pacientes infantiles en el
tratamiento con INFo2A

¢ Determinar la frecuencia del tipo de rearreglo molecular v su relacion con factores
pronésticos.

» Confrontar los resultados obtenidos en pacientes que recibieron INFo y TMO con
los reportes de la hiteratura

e Contribuir al establecimiento de un mejor manejo terapéutico de los pacientes con
LMC,

e Determinar la incidencia y porcentaje de negativizacion del Ph' en pacientes con
LMC, mediante evaluacion citogenética y por medio de estudio de biologia molecular
detectando el rearreglo ber/abl en forma secuencial.

¢ Establecer la relacién entre los diferentes puntos de ruptura ber/abl a nivel
molecular y la Tespuesta al tratamiento.

HIPOTESIS

¢ VERDADERA: El tratamiento con INFe2A en pacientes con LMC es capaz de
inducir y mantener una respuesta hematoldgica, citogenética y molecular, de esta forma
mejorar la sobrevida.

* NULA: El INFa2A no es capaz de inducir remisién citogenética y molecular, ni
profongar la sobrevida.

¢ ALTERNA: En el tratamiento convencional en LMC con quimioterapia combinada
y el manejo con Interferon-o2A, se obtienen los mismos resultados en cuanto a

respuesta citogenética y molecular.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 POBLACION Y MUESTRA

Estudio prospectivo multicéntrico, que incluye 22 pacientes con diagndstico de
Leucemia Micloide Crénica de nove, provenientes de los diferentes servicios de
Hematologia en diferentes Instituciones dentro del pais. Se realizo el seguimients
atogenético y molecular de los pacientes por un periodp de 6 a 17 meses.

4.Z. CRITERIOS
4.2.1. De Inclusién
u Diagnostico de LMC.
u Pacientes de novo, SIN tratamiento previo.
a Enfermedad clinicamente en fase cronica.
w Pacientes con adecuada funcidn hepatica y renal,
= Consentimiento del pacientes (otorgado en forma verbal y/o escrita),
4.2.2 No Inclusion
s Estudio citogenético y molecular negativo para el cromosoma Ph'.
a Tratamiento previo para LMC.
= Embarazo
= Exposicién previa a interferon u otras citocinas
= Enfermedad clinicamente en fase acelerada.
4.2.3. De Exclusién
= Reaccion alérgica severa secundaria a interferon.
w Esplenomegalia sintomética que a juicio del tratante requiera radioterapia.
w Embarazo.
a Deseo del paciente de abandonar el tratamiento.
= Toxicidad por interferon, grado M-IV, recurrente.
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4.3. ADMINISTRACION DEL INTERFERON

4.3.1. Induccién de Remision.

Los pacientes iniciaron el tratamiento con Interferon a2A{3mU/m?/dia) hasta
obtener respuesta hematologica (RH). Si a los tres meses no se habia obtenido RH,
se¢ administré quimioterapia esténdar (busulfan o hidroxiurea) en forma conjunta
con ef Interferon e2A, hasta obtener RH (Tabla 4)

4.3.2. Mantenimiento de la fase cromica.

Una vez obtenida Ia RH, se continud con la misma dosis de induccién. Al
completar 9 meses y de acuerdo a la respuesta citogenética, se modificé la dosis de
Interferon o2 A de la siguiente forma:

* 8i se identifico algin tipo de respuesta citogenética, se incrementd en un 25%.
+ Si Ia respuesta citogenética es nula, se incrementé en 50%.

Al completar 16 meses de tratamiento los pacientes con algin tipo de
respuesta citogenética se mantuvieron en las mismas dosis de Interfer6n o2A,
mientras que, aquéllos con respuesta nula disminuyeron la dosis a 3mU cada 3er
dia. De acuerdo a la evolucioén clinica y respuesta citogenética en cada paciente se
decidi6 en que momento se suspendia el tratamiento.

4.3.3. Toxicidad al Interferon a2A

Al presentar toxicidad grado II se disminuy6 la dosis en un 50% y se reinicio
al momento de su recuperacidn. Los pacientes con toxicidad IIT y IV suspendieron
el Interferén a2A, se reinici6 con dosis al 50% y al momento de Ia recuperacion.

4.3.4. Procedimiento de Admimistracion.

La administracién fue subcutanea en zonas con abundante tejido adiposo y en
forma rofatoria. Se recomienda administrarlo 2 horas antes de dormirse y utilizando
acetaminofén y/o diclofenaco en caso de fiebre, malgia o artralgia. La dosis inicial
serd de 3 mU/m’ de superficie corporal subcutinea cada 24 horas. Las dosis,

reduccion e incrementos dependieron de los ajustes especificados anteriormente.



4.4, PROCEDIMIENTO (Figura 6y 7)

4.4.1 Materiat Bioldgico.
Se procesaron muestras de médula dsea y/o sangre periférica de pacientes con
diagnéstico de LMC. Las muestras se tomaron antes de administrar el tratamiento v

posteriormente entre los 6 y 17 meses.

4.4.2. Cariotipo ( Anexo I, Figura 8)

Las muestras para cariotipo se procesaron por técnica directa y/o cultivos de 24,
48, 72 hrs (dependiendo del dia en que fueron tomadas)®™®, se analizaron un minimo
de 10 metafases con bandas GTG™ y se reportaron en base a la ISCN®,

4.4.3. Extraccion de RNA. (Anexo II, Figura 9)

La extraccién se realizo por el método Fenol/Cloroformo/Isotiocianato de
Guanidina en leucocitos de sangre periférica y médula 6sea®. La valoracién de la
calidad del RNA se realiz6 por electroforesis en geles desnaturalizantes con
formaldehido™.

4.4.3. RT-PCR.

La reaccién en cadena de la polimerasa por treanscriptasa reversa (RT-PCR) se
realizé sobre RNAm. La deteccion inicial fue por RT-PCR multiple (multiplex) con
amplificacién del gen ber normal como contro! de calidad del RNA y del rearreglo
ber/abl, simultaneamente (Figura 10). Para incrementar la sensibilidad en la deteccién
del rearreglo ber/abl durante el seguimiento se realizé RT-PCR nido (nested, Figura 5)
detectando los rearreglos b2a2 pb y b3a2 pb (Figura 11). En todas las muestras de
seguimiento la calidad del RNA y la presencia del Ph' se evalué primero por PCR

muttiple y amplificacion del gen abl en reaccion independiente™®.
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FIGURA 6. PROCEDINIENTO

ESTUDIO CITOGENETICO

CARIOTIPO:

Técnica directa ©n

yfo Cultivo de 48hrs @)
Analisis por bandeo GTG )

Reporte de acuerdo ala

MUESTRA: nomenclatura del ISCN (o0

Medula dsea ylo

Sangre periférica

ESTUDIO MOLECULAR

Extraccion de RNA total ©5)

Reaccion de TRANSCRIPTASA REVERSA
(transformacion de RNAm a cDNA)

Reaccion de PCR @
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Tabla 6. Hallazgos de Citogenética y dei rearreglo molecular de  ber/abl enlos
pacientes pediatricos con LMC al diagnéstico y durante el seguimiento.

Edad/Sexo Diagndstico Seguimientos
Citogenética Molecular Citogenética  Molecular meses
1 14M +(9,22) b2a2+ MENOR + 9
2 14/M (9;22) b2a2+ NULA + 9
3 13/F 1(9;22) b2a2+ NULA + 6
4 6/M 1(9,22) b3a2+ MENOQR + 6

Tabla 7 Respuesta Hematologica y Citogenética en los pacientes adulios.

RESPUESTA Numiero de pacientes
%)
Hematologica
Completa 16 (89)
Parcial 1(5.5)
Nula 1(5.5}
Citogenética
Mayor 10 (55.6)
Menor 3(16.7)
Nula 3(16.7)
S/M 2 (11)
Molecular
Negativizacion 1(53)
Rearreglo positivo 17 (%4.7)

S/M Sin metafases
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5. RESULTADOS

Se estudiaron 22 pacientes, 18 adultos y 4 nifios. Fl rango de edad de los adultos
fue de 17 a 40 afios (media 34) con una distribucion por sexo de 12 hombres y 7
mujeres (Tabla 5). Los nifios se encontraron entre los 6 a 14 afios (media 11} siendo 3
masculinos y 1 femenino (Tabla 6). Todos los casos se estudiaron al momento de ser
diagnosticados como LMC en fase cronica de novo, sin tratamiento previo y sin
antecedentes de otra neoplasia,

En el estudio citogenético realizado a los pacientes antes de la administracién del
tratamiento se observo 1(9;22) en 17 pacientes adultos (95%) y uno con cariotipo
normal (caso 14). La presencia de células normales junto con céhulas Ph! (mosaico Ph'-
/ Ph'+) se observ en el paciente 15. El caso 4 mostré i(17q) como alteracién
secundaria al Ph', en cada caso se cont6 un minimo de 10 metafases. El rearreglo
molecular ber/abl, en todos los pacientes adultos fue positivo, incluyendo el que
presento cariotipo normal; en 17 casos fue del tipo b2a2 y en 5 del b3a2. Ambos
grupos mostraron caracteristicas clinicas similares y en los casos con rearreglo b3a2 no
se abservé trombocitopenia elevada como se ha reportado en otras series ©,

En los pacientes pediatricos tanto el estudio citogenético como el molecular
ayudd a diferenciar entre la LMCj y la def tipo del adulto, influyende en la decisién
terapéutica. En base al diagnostico se decidié administrar INFG2A en estos casos de
IMC del adulto. La frecuencia y tipo de rearreglo molecular que presentaron estos
pacientes fue el mismo que el encontrado en los aduitos, predominando el rearregio
b2a2 (3 casos) sobre el b3a2 (1 caso).

Con el tratamiento con INFa2A se obtuvo remision hematologica completa en
todos los pacientes pediatricos (Tabla 6) y en 16 de los 18 adultos (89%) (Tabla 7);, en
los 2 casos adultos restantes la respuesta hematolégica fue parcial (caso 9) ynulaenl
(caso 1). La toxicidad hacia ] INFa2A en los pacientes adultos fue nula en 8 €asos,
grado Il en 5 y III- IV en 3 casos en los que se saspendié el INFu2A, en el resto ne

se obtuvieron los datos clinicos. Para los nifios no se reportaron datos de toxicidad en




Durante el seguimiento citogenético realizado entre los 6 y 17 meses de iniciado
el tratamiento con INFa2A, en los pacientes adultos se observé unma respuesta
citogenética mayor en 10 casos (55.6%): en 5 fue completa (0% células Ph') y los otros
5 parcial (<35% células Ph'); este tipo de respuesta se obtuvo después de 9 meses de
tratamiento. Una respuesta citogenética menor se obtuvo en 3 pacientes (16.7%): 1
después de 9 meses y 2 alos 6 meses de inicio del tratamiento. En cuatro pacientes no
se observ$ ninglin tipo de respuesta citogenética, en 2 la respuesta fie nula (100%
céiulas Ph') y en los restantes no fue evaluable la respuesta citogenética. (Tabla7).

El seguimiento molecular del rearregio ber/abl fue positivo en los 17 pactentes
adultos, aun en aquellos con remisién citogenética completa y solamente en el caso 3
con 0% de células Ph'+, fue negativo el rearreglo.

En los pacientes pedistricos la respuesta citogenética al INFa2A (Tabla 6) fue
menor en 2 pacientes y nula en el resto, en comparacion con los adultos no se observo
respuesta mayor. El seguimiento molecular kasta los 9 meses de evolucion fire positivo
en todos los pacientes,

En 5 pacientes adultos se administré otro tipo de terapia adicional al INFa2A,
los casos 1, 4 y 5 recibieron busuifin y ¢l 9 busulfin € hidroxiurea. Durante el
seguimiento S pacientes fieron sometidos a TMO, 4 de estos pacientes se encuentran
en remision completa y 1 en recaida post-TMO. El estado actual de los demas pacientes
es 11 en fase cronica y 2 en fase blastica. De los pacientes que se encuentran en fase
crénica 8 ya han superado el promedio de supervivencia de la LMC con terapia
convencional hasta en 60 meses.

Para establecer la relacion entre la respuesta al INFoZA vy el estado de la
enfermedad, se utilizo el método de Sokal™ clasificando a los pacientes en grupos o
niveles de riesgo (Tabla 5). Se identificaron 6 pacientes con alto riesgo, 1 con riesgo
intermedio, 8 con riesgo bajo y 3 mas sin clasificacién por datos incompletos. Los
pacientes pediatricos no se clasifican en base al riesgo, debido a que la LMC det tipo
del adulto con 1(9;22) se considera de alto riesgo en poblacion infantil.
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6. DISCUSION

Los 18 pacientes adultos mostraron una edad promedic menor a fa reportada, no
asi la frecuencia mayor de hombres afectados, sin embargo se observé un mayor
nimero de pacientes con riesgo alto.

En los nifios con LMC la edad de presentacién (mayores de 4 afios) y la
frecuencia por sexo son semejantes con lo reportado. Ademas en estos casos se
corroboro la importancia de la citogenética y el estudio molecular para establecer el
diagnéstico de LMC del adulto en pacientes pediatricos y definir la terapia adecuada.

El porcentaje de casos (95%) que presentaron 1(9;22) es similar a lo
establecido en la literatura, en el caso del cariotipo normal {caso 14) nos sugiere la
presencia de un Ph' enmascarado, que mediante las técnicas citogenéticas no fue
posible detectar; sin embargo, el estudio molecular fue positivo. Por lo anterior
corroboramos que la nueva tecnologia molecular ayuda a establecer el diagnéstico
correcto para una buena decision terapéutica. En cuanto al caso 15 Ia presencia de un
mosaico nos indica que hay una clona normal residual o bien una linea celular Ph'-, Ia
presencia de estas células normales proporcionan al paciente un mejor pronéstico, lo
que podria ser relacionado con la obtencidn de respuesta citogenética mayor. Otro
hallazgo citogenético fue el i(17q) secundario al Ph' en el caso 5, el paciente obtuvo
una respuesta citogenética menor, ain con esta alteracién considerada como indicativo
de fase acelerada.

La deteccion del rearteglo molecular en todos los pacientes muestra la mayor
sensibilidad de la RT-PCR para establecer el diagndstico y por lo tanto el manejo
terapéutico temprano. Se observo una mayor frecuencia en el rearreglo molecular del
tipo b2a2, con caracteristicas similares a los casos con rearreglo b3a2, estos casos no
mostraron trombocitosis como han reportado otras series ©®.

El tratamiento con INFu2A tanto en los pacientes adulios como pedidtricos
fue capaz de inducir algim tipo de respuesta hematolégica en todos fos casos, con
excepcion de 2 casos adultos. De estos pacientes uno fue clasificado como de alto

riesgo o nivel 4 y el otro como de bajo riesgo o nivel 1, ambos con un alte grado de
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toxicidad al INFa2A | por lo cual se interrumpié el tratamiento por un largo periodo de
tiempo (Tabia 5).

La utilizacién de terapia adicional ai INFa2A en algunos casos, se debid
principalmente a que los pacientes no presentaron una respuesta hematologica completa
como ocurrio en el caso de los pacientes 1 y 9. En el caso 4 ¥ 5 se administré busulfin
ante la respuesta citogenética menor o la falta de datos de respuesta citogenética al
INFa2A después de 9 meses.

Al comparar los resuitados citogenéticos con la clasificacién por grupos de
riesgo se enconiré que 5 de 8 pacientes con riesgo bajo mostraron remisién
citogenética mayor, mientras que solo 2 de 6 con riesgo alio, en este grupo la respuesta
citogenética nula fize predominante.

Otro factor que parece influir en ia respuesta citogenética es la toxicidad al
medicamento, asi los mayoria de los pacientes que no presentaron toxicidad al INFo2A
mostraron una respuesta citogenética mayor. Mientrags que los 3 pacientes con
toxicidad grados I y IV, que interrumpiéron la administracion del INFa2A | tuvieron
una respuesta citogenética nula.

La utilizacién de técnicas de Biologia Molecular como el RT-PCR. demostrd
tener una mayor sensibilidad para el monttoreo de la enfermedad minima residual, ya
que durante el seguimiento todos los pacientes mostraron el reamreglo molecular
ber/abl, aim en aquéllos con una respuesta citogenética completa. La excepeion fue el
paciente 3 que se clastfico dentro del grupo de bajo riesgo, no presenté toxicidad al
INFo2A vy su respuesta citogenética fue completa con ber/abl negativo, su estado
actual es de fase cromica con una supervivencia de 60 meses.

En general los pacientes que obtuvieron respuesta citogenética mayor
contimian en fase cronica (Tabla 5). Mientras que los 2 pacientes con alto riesgo,
respuesta citogenética mula, y alta toxicidad al INFo2A estin en fase blistica con
supervivencia de 36 meses. En estos dos casos pareceria ser que el efecto del INFo2A
para prolongar la duracién de la fase cronica fue igual al reporiado con otros
medicamentos (36 meses), sin embargo, esto puede ser debido a los factores de riesgo

alto de estos dos pacientes.
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La mayoria de los pacientes sometidos a TMO se encuentran en remision, lo
que sugiere que el INFo2A no tiene un efecto adverso cuando el transplante se realiza

durante el primer afio del tratamiento.
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7. CONCLUSIONES

El INFo2A fue capaz de inducir respuesta hematologica completa en un 89% de
los pacientes adultos estudiados v en 100% de los nifios. Una respuesta citogenética
mayor se observd en 55.6% de los casos de pacientes adultos, este tipo de respuesta
no se observd en los nifios {solamente Respuesta Menor), aunque en estos casos hay
que recordar que esta enfermedad en nifios es de alto riesgo y la mejor opcidn
terapéutica es el TMO.

En los pacientes con respuesta citogenética mayor se espera una -mayor
supervivencia debido a la mayor duracion de la fase cronica, por retrasar la aparicion de
alteraciones secundarias, y postergar asi la evolucion hacia la fase acelerada v/o
blastica.

La efectividad del INFa2A parece ser influida tanto por el estado de la
enfermedad, como por la toxicidad al Farmaco, y ¢l tipo de respuesta citogenética y

molecular.
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ANEX0O 1
ANALISIS CITOGENETICO

1. TECNICA DIRECTA (MEDULA OSEA)”

MATERIAL
¢ Solucion Hipoténica KCL 0.0375 M
¢ {(olchicina 2%

e Solucidn de Carnoy metanol: 4cide acético 3:1.

PROCEDIMIENTQ

* Adicionar a imi de médula ésea con heparina 10 ml de solucion hipoténica y 5
gotas de colchicina. Incubar a 37 °C por 45 minutos.

o Centrifugar a 1500 RPM y decantar

* Agregar gota a gota 5 ml de Solucion de Camoy fifa y fresca. Dejar reposar 1 hora.

¢ Realizar lavados con el fijador y centrifugando a 3000 RPM hasta obtener un botén
blanco. ’

* Gotear las laminillas
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2.CULTIVO DE LINFOCITOS (TECNICA HABITUAL modificada) ©®.

MATERIAL

* Medio de Cultivo RMPI 1640

+ Suero fetal bovino (1%)

s PHA (Fitohemaglutinina)

s Penicilina (5000 UY/mi)

e Estreptomicina (5000 ml/ml)

¢ L-Glutamina (200 mM)

e Colchicina 2%

s  Solucioén Hipotémica KCL 0.075 M

¢ Solucion de Carnoy metanol: 4cido acético 3:1.

PROCEDIMIENTO

e Inocular Im] de sangre en 10 ml de medio.

¢ Incubar el cultivo a 37 °C por 48 o 72 horas.

e 2 h antes de las 48 o 72 horas, adicionar 0.1 ml de solucién de Colchicina

» Transferir e] cultivo a un tubo de centrifuga y centrifugar a 1500 rpm por 5 minutos

e Decantar y mediante agitacién adicionar 10 ml de solucién KCL 0.075 M por 10
minutos.

¢ Centrifizgar a 15000 rpm por 5 minutos.
* Decantar y mediante agitacion adicionar 10ml de solucion de Carmnoy fiia y fresca.
o Repetir el paso de 6 a 7 veces.

® Resuspender el paquete celular en un volumen pequefic de solucién de Carnoy y

gotear en tna laminilla para observar al microscopio.
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. 3. TECNICA DE BANDEO TRIPSINA-GIEMSA (GTG) ®*.

MATERIAL

* Buffer de fosfatos (SBF) (pH 7.0). Disolver 8.0 g de NaCl, 0.2 g de KCL, 0.92g de
fosfato de sodio dibésico anhidrido (NaFPQ,) y 0.2 g de fosfato de potasio mono basico
anhidrido (KH;PQ,) en un litro de agua destilada.

* Solucién de Tripsina 0.005 %. Disolver 35 mg de tripsina en 70 ml de SBF. La
solucion es estable aproximadamente un dia.

¢ Colorante Giemsa. 2.5 ml de Giemsa més 45 ml de Buffer de Fosfatos (pH 6.8)

PROCEDIMIENTO

® Incubar las preparaciones de 20-40 segundos en la solucién de Tripsina.
» Enjuagar con SBF.

» Tefiir con la solucion de Giemsa .

= Enjuagar con agua destilada v secar al aire.



ANEXO I
TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

1. EXTRACCION DE RNA 9,
MATERIAL

s Método de extraccién : Tiocianato de Guanidina-Fenol-Cloroformo

Salucién de lisis de Globulos Rojos :  Clorure de amonio 0.155 M

Bicarbonato de potasio 10 mM

EDTA 0.1 mM
Solucién Desnaturalizante ( D) : Tiocianato de Guanidina 4 M
Citrato de Na 25 mM pH 7.0
Sarcosil 0.5%
2-mercaptoetanol 0.1 M
Acetato de sodie 0.2 M
¥Fenol pH: 4.5-5
Cleroformo/alcobol isoamilico 24ml de cloroformo
1ml de alcohotl isoamilico
Etanol 75%
Isopropanel
PROCEDIMIENTO:

» La sangre periférica y/o medula Gsea ey centrifogada a 1600 RPM, posteriormente se
separa el paguete de globulos blancos en un tubo de ensaye.

» Se inician ios lavados del paquete de blancos con la solucién de lisis de glébulos
10jOs.

¢ Una vez obtenido el paguete de leucocitos, estos son lisados con la solucién
desnaturalizante.
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+ Se adiciona Iml de solucion D por cada mililitro de muestra y agitar fuertemente.

« Agregar Iml de fenol y Imi de cloroformo por cada mililitro de solucion D, agitar
durante 5 minutos. Se deja reposar por 15 minutos

e Centrifugar a 3000 RPM por 30 minutos a 4 °C.

o Separar la parte acuosa y adicionar isopropanol en un volumen idéntico al obtenido
de fase acuosa,

+ Centrifugar a 3000 RPM por 30 minutos a 4 °C.

« Decantar el sobrenadante y lavar el precipitado con etanol al 75%. Dejar secar

s Solubilizar en agua estéril con Dietilpirocarbonato (DEPC).

2. GEL DESNATURALIZANTE %V,

MATERIAL

« MOPS buffer para electroforesis 10X (SIGMA)

« Formaldehido

« Bromuro de etidie 10mg/mi

« Buffer de carga Formaidehido-formamida-glicerol-BPB {(SIGMA)
« RNA total 5l

« Aparosa

PROCEDIMIENTQ:

e El gel se realiza al 0.8% de agarosa, 1X MOPS v 0.6% Formaldehido.
= Se mezcla el RNA total y el buffer de carga en una proporcién de 2 1.



3. REACCION CON TRANSCRIPTASA REVERSA (TR) “*2,

MATERIAL

COMPONENTES

Olige dT (50mM)
Amortiguador 5X de TR
Mezcla ANTPs (25mM de cada
nuclectido)

DDT 0.1 M
Transcriptasa reversa  {MuLV)
Ipg de RNA total agua/DEPC

Agua lo que baste para 20 ul

PROCEDIMIENTO

VOLUME

iyl
4p
Lul

1l
Tt
12l

CONCENTRACION
FINAL

2.5uM
X

500 M

10mM
250

e Se Mezclan el oligo dT, agua y el RNA. Incubar a 65 °C 15 minutos.

* Se mezclan los componentes restantes y se incuba en el termociclador a: 37 °C 60 min,

95°C Sminy 5 °C 5 min

# El producto se almacena a -20 °C hasta su utilizacién.
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4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)",

MATERTAL

PCR sencillo (calidad abl) y primera reaccion del PCR nide.

COMPONENTES VOLUME CONCENTRACION
N FINAL
MgCL, 50mM 1 2uM
Amortiguador 10X de Taq 4ul 1X
Mezcla dNTPs (25mM de 0.8 pl 260 uM
cada pucledtido)
Oligonucledtido 1 0.4 pt 400nM
Oligonuciedtido 2 0.4 ul 0.4 uM
Tag DNA polimerasa 6.2 i 1 U/l
cDNA 3w
Agua lo que baste para 50 pl -
PROCEDIMIENTO
¢ Ciclos de PCR: 96 °C 30 seg (Desnaturalizacién)
56 °C 60 seg (Alineamiento)
72 °C 60 seg (Extension)

» Ntmero de ciclos 35
Se utilizan los oligonucledtidos Ab+ y Je- para el gen abf normal. Para la primera

reaccion el par NBi+y Jo-.
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ESTA T3S MO DEBE
SALIR G i mLIBTECA

Segunda reaccion de PCR (nido).
+ 1yl de la primera reaccién

¢ Ei mismo volumen y reactivos, excepto los oligonucledtidos (usar los oligonuclestidos
internos CA3- y B2+)

PCR miltiple.
» Se utilizan 4 oligonuciettidos en diferentes concentraciones finales.
Oligonucleétido B,B 400nM
Oligonucledtido C5e-  200nM
Oligonucleétido BCR-C  200nM
Oligomucledtido CAs-  100nM

COMPONENTES VOLUMEN CONCENTRACION
FINAL
MgCL; 50mM 1ud 2uM
Buffer 10X de Taq 4 d X
Mezcla dNTPs (25mM de 0.3 pl 200 pM
cada nuclestido)
Taq DNA polimerasa 0.2 1 U/ud
¢DNA 2 ul
Agua lo que baste para 50 ul -—
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PROCEDIMIENTO
_ = Ciclos de PCR: 96 °C 30 seg (Desnaturalizacién)
60 °C 60 seg (Alineamiento)
72 °C 60 seg (Extensi6n)

o Numero de ciclos 30

OLIGONUCLEOQTIDOS
NOMBRE SECUENCIA LOCALIZACION
Ab+ CTTCTGGAAAGGGGTACCTATTA abl (1b)
Je- GGAGTGTTTCTCCAGACTGTITG abi (a3)
Bi+ GAGCGTGCAGAGTGGAGGGAGAACA ber (b1)
B2+ TTCAGAAGCTTCTCCCTGACAT ber (b2)
CA3+ TGTTGACTGGCGTGATGTAGTTGCTTGG abl (a3)
B2B ACAGaATTCCGCTGACCATCAATAAG ber (b2)
CSe- ataggaTCCTTTGCAACCGGGTCTGAA ber (c5)

BCR-C ACCGCATGTTCCGGGACAAAAG ber (el)
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