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ANTECEDENTES:

La leucemia aguda mieloblastica (LAM) es una neoplasia hematologica maligna
caracterizada por un blogueo en la diferenciacion de la célula progenitora
hematopoyética, con el secundario depdsito de sus precursores en médula
6sea y sangre. Y

La LAM es el tipo de leucemia mas comun en el adulto. En EUA se
diagnostican al afio alrededor de 11000 casos, con una incidencia de 12.6
casos / 100000 personas de 65 afios.

En el INCan (registro hospitalario) en los afios 2000 a 2004 la incidencia fue del
0.1% (hombres y mujeres) y en el grupo de 30-49 afos fue mas frecuente en
sexo masculino

Representa la 72 causa de morbilidad en mujeres y 92 en hombres y ocup6 la
32 causa de consulta por neoplasias hematologicas (282 casos totales)
precedido por linfoma difuso de células grandes y linfoma no Hodgkin de otra
estirpe. @

El desarrollo de la LAM se ha asociado con alteraciones citogenéticas
adquiridas y cambios epigenéticos en las células progenitoras que alteran el
mecanismo normal de crecimiento, proliferacion y diferenciacién celular.

Se han identificado numerosas aberraciones estructurales o numéricas y
constituyen factores prondésticos independientes para la remision completa
(RC), recaida temprana y supervivencia global (SG).

En el 40% a 49% de adultos y 25% de nifilos con LAM no se encuentran
anormalidades cromosomicas por estudio de citogenética estandar.

Varios estudios han reportado alteraciones en pacientes con LAM y

citogenética normal (CN) con diferentes resultados basandose en la presencia



de mutaciones (Ej. MLL, FLT3, CEBPA y NPM1) y sobre expresion (ej. BAALC
y ERG) de distintos genes que afectan vias de regulacién homeostatica.
Pacientes con CN tienen usualmente un riesgo intermedio con una
supervivencia global a 5 afios entre 35% a 45%, pero los resultados clinicos
pueden variar. ©

Se han identificado actualmente varios marcadores moleculares en pacientes
con citogenética normal.

Ocasionalmente la clona anormal es detectable en cultivo de células in vitro a
las 24-48 horas y en pacientes con citogenética normal es aconsejable un

analisis completo de 20 células en metafase de cultivo de médula 6sea

MUTACIONES EN EL GEN FLTS3:

En 1996 se publicé el primer reporte que demostré las duplicaciones internas
en tandem (ITD’s) en el dominio yuxtamembranal (JMD) del gen FLT3 y las
recurrentes alteraciones citogenéticas en LAM. ©

El gen FLT3 es un miembro de la familia de receptores clase Il de tirosina
cinasa que se expresan normalmente en la superficie de las células
progenitoras hematopoyéticas en la médula ésea y juega un importante papel
en la supervivencia y diferenciacién de la célula madre multipotente. ©

Las mutaciones en FLT3 con duplicaciones internas en tAndem (FLT3 ITD’s)
ocurren en los exones 14 y 15 y las duplicaciones pueden variar de 3 a 400
nucleotidos.

Las FLT3 ITD's codifican una proteina anormal con su ligando independiente al
receptor de dimerizacion, auto fosforilacion y activacion con la consecuente
falla en las vias de sefializacién que incluye proliferacion, diferenciacién y

supervivencia celular.



Esto incluye a la cinasa Janus 2 (JAK 2) y a la sefial de transduccion y
activacion de la transcripcion 5 (STAT 5) y a la via mitogénica activada por
proteina cinasa (MAPK).

La mutacion se ha detectado en 28-33% de los pacientes con LAM y
citogenética normal, las 2 mutaciones que se han reportado son: una localizada
en el sitio de activacion del dominio tirosina cinasa (TKD) en 5 a 14% y otra
localizada en el dominio yuxtamembranal (JMD) en aproximadamente 2% de
LAMy CN. ©

Clinicamente los pacientes con LAM y CN con FLT3 ITD’s difieren de los que
no tienen FLT3 ITD’s.

Pacientes con FLT3 ITD’s (+) presentan cifra de células blancas y porcentaje
de blastos aumentados en sangre periférica y médula ésea. Aunque los rangos
de remision completa (RC) en pacientes con FLT3 ITDs (+) son inferiores, la
diferencia no es estadisticamente significativa. %

Estudios en pacientes con citogenética normal y FLT3 ITD’s (+) han reportado
una duracion de la RC, supervivencia libre de enfermedad (SLE) y
supervivencia global (SG) menores comparadas con pacientes sin la mutacion.
Es un factor prondstico independiente para SG, recaida (R) y duracion de la
RC.

Esta mutacién puede ser un blanco terapéutico, por lo que se estudian
actualmente varias moléculas con capacidad inhibitoria en la actividad cinasa
de FLT3.

In vivo PKC412 y CEP 701 han demostrado respuesta en los pacientes,
aunque también han mostrado resistencia. Esto debido a mutaciones puntuales

afadidas con la sustitucion de un solo aminoacido.



Actualmente con todas las nuevas técnicas como RT PCR y el analisis de
microarreglos es importante para el prondstico y la terapia a seguir, realizar la

determinacion de este gen. ‘¥

MUTACIONES EN EL GEN DE NUCLEOFOSMINA (NPM1)

La nucleofosmina es una fosfoproteina multifuncional con funcién
oncosupresora y oncogeénica con localizacién nucleolar, encargada del
transporte de proteinas ribosomales que previene la agregacion anormal de
proteinas en el nucléolo.

NPML1 regula la actividad y estabilidad transcripcional de P53 a diferentes tipos
de estrés y afecta la iniciacion de la duplicacion del centrosoma y fosforilacién
via cinasa dependiente de ciclina E (Cdk2).

La mutacion del exén 12 se ha encontrado en el 25 a 35% de adultos con LAM
de novo.

Estas mutaciones ocasionan una proteina con localizacién aberrante en el
citoplasma *?

La mutacion del gen NPML1 se ha asociado con translocaciones cromosémicas
y fusiones de proteinas en leucemia y linfoma que afectan el extremo amino
terminal como: NPM1- Cinasa Linfoma anaplasico (NPM-ALK), NPM1- receptor
alfa de acido retinoico (NPM-RARa) y NPM1- factor 1 de leucemia mieloide
NPM-MLF1). 3

La localizacion anormal de la nucleofosmina se ha observado en el 50 a 60%
de los pacientes con citogenética normal y algunos subtipos FAB como M4,
M5, 9

Las mutaciones en el gen NPM1 predicen buena respuesta a la induccion y son

un marcador prongstico favorable.



En el estudio GIMEMA de un subgrupo de pacientes con NPM1 (+) y
citogenética normal de 126 pacientes, se documento remision completa en 90
(71%) después de la terapia de induccién. *°

En 4 grandes estudios europeos con mas de 1000 pacientes con citogenética
normal y mutacion NPM1 y ausencia de FLT3 ITD’s tuvieron 60% de

supervivencia global a 5 afios. ©

GEN MLL- PTD

La mutacion del gen MLL-PTD (Leucemia de linaje mixto y duplicaciones
parciales en tandem) localizado en 11923, fue la primera que demostro afectar
el pronéstico en pacientes con LAM y citogenética normal.

Ocurre aproximadamente en el 8% de los pacientes con CN. La duplicacion
afecta los exones 5y 11 con la insercion del intron 4 del gen MLL; la minoria de
los casos afecta los exones 5y 12.

Las caracteristicas pre tratamiento no difieren en los pacientes con o sin la
mutacion.

El 30-40% de los pacientes con MLL-PTD tiene FLT3 ITD. La diferencia en
remisién completa y supervivencia global no es significativa. "

En el primer grande estudio de pacientes con citogenética normal; 11%
tuvieron MLL PTD vy la duracion de la RC pero no la SG fue significativamente
mas corta comparada con los pacientes sin la mutacion. (Mediana 7.1 vs. 23.2
meses, p=0.01).

La inhibicion de la activacion transcripcion del alelo MLL-WT en respuesta a
DNA metiltransferasa (DNMT) o de acetilasa de histona se asocié con aumento
en la sensibilidad a la muerte celular. Se deduce que la terapia con estos

inhibidores puede estar indicada en los pacientes con MLL PTD. (819



SOBREXPRESION DEL GEN BAALC.

El gen BAALC se expresa primariamente en tejidos derivados del
neuroectodermo y precursores hematopoyéticos no asi en células
mononucleares que codifican una proteina con funciéon desconocida
inicialmente estudiada en pacientes con LAM, LAL y LMC en crisis blastica.?”
El gen esta localizado en el cromosoma 8g22.3

En adultos jévenes menores de 60 afios con LAM de novo la expresion de
BAALC pronostico una SLE y SG cortas, asi como fue un factor pronéstico
independiente para la resistencia a la terapia de induccion. 2%

Alta expresion de BAALC se asoci6 con alto porcentaje de blastos en sangre
periférica y su expresion en subtipos inmaduros de la FAB (MO, M1) y baja
expresion en M5b.

En estudios realizados en pacientes con sobrexpresion de BAALC y LAM
presentaron RC menor (62% vs 73% p=0.38), recaida alta (43% vs. 29%) y SG
a 3 afnos corta (36% vs. 54%)

La coexistencia con FLT3 ITD empeora el prondstico por lo que los pacientes

se pueden beneficiar con terapia de consolidacién y Talo CPH. ¢V

CCAAT /C/ EBPa

Es un factor de transcripcién que regula la mielopoyesis. La expresion de
C/EBPa ocurre predominantemente en células mielomonociticas ocasionando
su desarrollo y diferenciacion celular mediante la via RAS y fosforilacion de la
serina 248.

El gen se localiza en el cromosoma 19q13.1 y es rico en citocinas- guaninas.



La mutacion se observa en el 7% de los pacientes con LAM y es alta en el
subtipo FAB M2 con citogenética normal.

En un estudio de 236 pacientes con LAM y citogenética normal, la mutacion se
detectd en el 15% y en el analisis multivariado fue un marcador prondstico

independiente favorable para la duracion de la remision y supervivencia global.

(22).



OBJETIVO:

Realizar un analisis de los estudios de citogenética por técnicas estandar de
FISH y cariotipo de pacientes con LAM de novo en el INCan, para conocer
cuales son las alteraciones citogenéticas mas frecuentes y realizar una
correlacion entre los estudios de citogenética normal y la supervivencia en

estos pacientes comparando con otras alteraciones citogenéticas

HIPOTESIS:

Los pacientes con LAM que tienen Citogenética Normal pueden tener otras
alteraciones citogenéticas como son las mutaciones en los genes NPM1, FLT3
ITD, MLL PTD, CCAAT/ C EBPa y sobrexpresion de BAALC que pueden
conferir un factor pronéstico independiente para la induccion y duracién de la
remision, supervivencia libre de enfermedad, supervivencia global y recaida,

que mediante técnica estandar no se pueden evaluar.

JUSTIFICACION:

Que este analisis sirva como base para el empleo de métodos diagndsticos
como son el uso de RT PCR e inmunohistoquimica que son mas especificos en
la busqueda de otras alteraciones genéticas que no se detectan con técnicas
habituales ( FISH y cariotipo) en nuestros pacientes con LAM, que repercutiran

en su mejor abordaje diagndstico, prondéstico y tratamiento.



MATERIAL Y METODOS:

El presente estudio es un analisis retrospectivo, descriptivo.

Se analizaron los expedientes fisico y electronico de pacientes con diagnostico
nuevo de LAM en el servicio de hematologia del Instituto Nacional de
Cancerologia en la Ciudad de México en un periodo comprendido de enero del
2000 a diciembre del 2006, con reporte de estudio citogenético inicial
adecuado (FISH o cariotipo) y variables bioquimicas iniciales como son
namero de leucocitos , plaguetas, nivel de hemoglobina, DHL , morfologia
FAB, evaluando la tasa de supervivencia global en pacientes con citogenética

normal vs otras alteraciones, asi como la respuesta a la induccion de remision.



RESULTADOS:

De 70 expedientes de pacientes con diagnostico de LAM que se revisaron en
el periodo comprendido de enero del 2000 a diciembre del 2006, se incluyeron
al analisis sélo 45 pacientes que tenian estudio citogenético y perfil bioquimico
completo iniciales.

En el analisis 23 pacientes fueron hombres y 22 pacientes mujeres. En cuanto
a edad, la mediana al momento del diagnéstico fue de 37 afios (15 a 70)
Grafico 1.

La mediana de leucocitos iniciales 14600/ uL (500 a 154000), hemoglobina
8.6 g/dl (3.4 a 14.7), plaquetas de 51900/ uL y DHL de 338 u/L (102 a 1792).
Tabla 1

En cuanto a la morfologia: 16 (36%) fueron M4, 12(27%) M2; 11(25%) M3;

3(6%) M1 y 1 paciente correspondié a M5, M6 y M7. Grafico 2

Gréfico 1. Grupos de edad
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Tabla 1. Caracteristicas generales de los pacientes

CARACTERISTICA

No. (%)

Mediana ( rango)

Numero de pacientes

45 (100%)

Edad

37 (15a 70 afos)

Sexo H/M

23/22 (52/48)

Leucocitos /uL

14600 (500 a 154000)

Hemoglobina (g/dl)

8.6 (3.4a14.7)

Plaquetas /ulL

51900 (4000 a 210000)

DHL (UI)

338 (102 a 1792)

Clasificacion FAB
M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7

Citogenética
Citogenética
normal
t(15;17)
Cariotipo complejo
Hiperdiploidia
t(8;21)
t(9;22)
del 11923
trisomia 8
inv 16+




Gréfico 2. Clasificacion morfoldgica (%)

Los estudios de citogenética realizados a los 45 pacientes report6é una
citogenética normal en 21 (47%) y 24(53%) presentaron otras alteraciones
cromosomicas : 8(18%) 1(15;17); 4(9%) cariotipo complejo; 4(9%)
hiperdiploidias; 3(7%) t(8;21); 2(4%) t(9;22); y cada 1 (2%) respectivamente,

del 11923, trisomia 8 e inversion del cromosoma 16. Grafico 3

Gréfico 3. alteraciones citogenéticas
reportadas
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Parametros bioquimicos:

En cuanto a parametros bioquimicos al inicio se observé que los pacientes con
leucocitosis = 30000 / uL o leucopenia < 1500 / uL y la edad = a 40 afios se
asociaron con falla a induccion de la remision.

Respecto a los otros parametros como nivel de hemoglobina, cuenta de

plagquetas y DHL no mostraron repercusién en la respuesta a tratamiento.

Respuesta en Induccién a la Remision.

Los esquemas de tratamiento para induccion a la remision que se indicaron,
fueron los siguientes: 33 pacientes esquema 7+3 (Arabinosido de citosina
200mg/m2 SC, en infusion continua, para 24 horas, 7 dias, mas

daunorrubicina 60mg/ m2 SC para 2 horas por 3 dias).



Tres pacientes recibieron esquema 5+2: Arabindsido de citosina 200mg/m2
SC, en infusion continua, para 24 horas, 5 dias, mas daunorrubicina 60mg/
m2 SC, para 2 horas por 2 dias.

Nueve pacientes con LAM-M3 recibieron esquema con antraciclico (algunos
pacientes recibieron daunorrubicina 100mg/m2 SC y otros idarrubicina
12mg/m2 SC por 3 dias) mas acido holo transretinoico (Vesanoid ®) a
45mg/m2 SC hasta lograr la remisién.

Remision completa presentaron 23 (70%) pacientes con esquema 7+3,
1(33%) con esquema 5+2 y 9(100%) con esquema antraciclico mas ATRA.
Tabla 2

Nueve pacientes se sometieron a trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas (CPH) (8 Talo CPH, 1 Tau CPH) por las siguientes razones:

7 por recaida medular y 2 como consolidacion.

Tabla 2. Esquemas de induccion a la remision

Esquema (Total) RC %

7+3 33 23 70

5+2 3 1 33
AntraciclicotATRA 9 9 100




Tasa de supervivencia Global.

Se evalué la tasa de supervivencia global a 3 y 5 afios en los 21 pacientes
con citogenética normal vs 24 pacientes con otras alteraciones citogenéticas;
38% y 19% en el primer grupo vs 37.5% y 20.8 % en el segundo grupo no
observandose una diferencia significativa. Grafico 4

Sin embargo en los pacientes con alteraciones cromosdémicas favorables como
la t( 15;17), hiperdiploidia, inv 16 +, 1(8;21) la SG a 2 anos fue de
87.5%,75%, 100% y 100% respectivamente pero en los ultimos un paciente
recibié Talo CPH por recaida . Grafico 5

Los pacientes con citogenética desfavorable de acuerdo al MRC-AML-10
presentaron menor supervivencia como lo fueron: cariotipo complejo, t (9; 22),
trisomia 8 con supervivencias globales menores a un ano. Grafico 6

En relacion a subtipo de FAB, los pacientes con M3, M2 mostraron mejores

supervivencias a 2 afos con el 90% y 50% respectivamente.

Tabla 3. Alteraciones citogenéticas

CITOGENETICA | Numero CITOGENETICA Numero
FAVORABLE de DESFAVORABLE de
pacientes pacientes
t(15;17) 8 Cariotipo complejo 4
t(8;21) 3 t(9;22) 2
Inv del 16 1 del 11923 1
hiperdiploidia 4 Trisomia 8 1




Gréfico 4. Tasa de supervivencia global de
acuerdo a estudio Citogenético
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Gréfico 6. Alteraciones citogenéticas por
riesgo

Pacientes

citogenética Citogenética Citogenéticade
normal favorable altoriesgo 8G<1a

Pacientes sometidos a trasplante de células hematopoyéticas:
De 8 pacientes que se sometieron a Talo CPH la mediana de supervivencia

libre de enfermedad fue de 31 meses (rango 2 a 48 meses).

O citogenétic:



DISCUSION:

Los resultados del presente estudio descriptivo de 45 pacientes con
diagnéstico de LAM en el servicio de hematologia del Instituto Nacional de
Cancerologia con estudio de citogenética adecuado inicial nos lleva a discutir
varios puntos:

En relacion al género no se observo alguna tendencia significativa; sin
embargo, en cuanto a la mediana de edad de la presentacion (mediana de 37
afos) es menor que la reportada en la literatura en donde la mediana de
presentacion es a los 55 afios. Estudios realizados han confirmado cambios
biolégicos en la LAM con la edad como deterioro en ECOG, aumento de la
expresion de glicoproteina P, muerte temprana después de la terapia de
induccién, con bajo rango de respuesta completa y supervivencia global. ¢®:
El diagnostico morfologico en nuestros pacientes mostrd una mayor incidencia
hacia la M4 (36%) y M2 (27%) similar a la universal; sin embargo, la LAM M3
(25%) mostré una mayor incidencia en nuestra poblacién comparada con la
reportada (5-10%) %"

El prondstico de los pacientes con leucemia aguda va a depender de multiples
variables. Se corrobor6 en este estudio que la edad > 60 afios, un cariotipo
complejo y la leucocitosis correlacionaron con la falla a la induccion. Sin
embargo las anormalidades citogenéticas desfavorables al diagnéstico son el
factor prondéstico adverso mas importante. Recientemente se han identificado
mutaciones en genes de pacientes con cariotipo normal que también influyen
mucho en el pronéstico. ¢

Ocasionalmente hay discordancia en las técnicas moleculares (citogenética
estandar, FISH, PCR, por ejemplo, solo el 89% de los pacientes con evidencia

de fusion PML-RAR alfa tienent (15; 17) en bandeo G.



Los estudios de citogenética realizados a los 45 pacientes reportaron una
citogenética normal en 21 (47%) pacientes que es similar a lo reportado (40-
50%) y 24 (53%) pacientes en nuestro estudio presentaron otras alteraciones
cromosomicas. Cabe mencionar que la limitante del tamafio de la muestra en
este estudio fue la falta de un estudio citogenético adecuado.

En relacion al prondéstico de un estudio de citogenética normal se ha observado
que la mutacion en la expresion de algunos genes como duplicaciones
parciales o internas en tandem, FLT3, gen MLL, gen de nucleofosmina NPM1,
CCAAT/ CEBPA, NRAS; repercuten en la respuesta a la induccion, duracion de
la remision y supervivencia, por lo que el analisis de estas alteraciones en los
pacientes con citogenética normal es muy importante. ©

Las respuesta a la induccion mostrada en el estudio con esquema 7+3 fue del
70%, lo cual esta en rangos similares a lo reportado en la literatura aunque en
pacientes mayores de 60 afios la tasa de respuesta puede ser de un 40%.%"
Los pacientes con LAM-M3 tuvieron altas tasas de respuesta a la induccion
con el esquema AIDA modificado y son respuestas similares a las del original
esquema italiano ?®

La tasa de supervivencia global a 3y 5 afios en los 21 pacientes con
citogenética normal fue del 38% y 19% sin diferencia significativa con la
observada en pacientes con alteraciones citogenéticas donde la tasa de
supervivencia global a 3y 5 afios fue del 37.5% y 20.8% respectivamente.
Cabe mencionar que en este punto pudo haber influido que no se separaron
los pacientes con t(15;17) que tuvieron una mejor supervivencia vs los
pacientes con cariotipo desfavorable que tuvieron una supervivencia menor a

un afo.



Aproximadamente 10%-20% de los pacientes tratados mueren en la induccion
y de acuerdo a la literatura la supervivencia global de los pacientes < 60 afios a
5 afios es del 35-40% en cariotipo favorable; sin embargo, en cariotipo
desfavorable las supervivencias son menores a un afo, lo cual se correlaciona
con los datos de nuestros pacientes. %

En cuanto a resultados con trasplante de células hematopoyéticas, se han
tenido buenas respuestas en el INCan ya que en los 8 pacientes

trasplantados la mediana de supervivencia libre de enfermedad fue de 31
meses (rango 2 a 48 meses) comparandose con lo reportado, donde los
pacientes se someten generalmente en una 22 remisién con una tasa de
supervivencia a 5 afios de 32%.3%:

De acuerdo con los resultados ya comentados se puede observar que éstos no
son muy diferentes a los reportados en otras series de casos; sin embargo, adn

tenemos una infraestructura limitada para el mejor estudio y tratamientos de

nuestros pacientes.



CONCLUSION:
Es muy importante tener un adecuado estudio citogenético inicial en nuestros
pacientes que incluya ademas de técnica estandar (cariotipo), ampliar el coctel
de sondas de DNA en el estudio de FISH y en algunos casos complementar
analisis de expresion de genes con RT PCR.
Una vez que los pacientes tengan respuesta completa se debe decidir:
e Cariotipo favorable: se debe consolidar con dosis altas de
citarabina o con trasplante de CPH.
e Cariotipo Intermedio o normal: se les debe buscar alteraciones
como FLT3, NPM1, MLL, CEBPA, sobrexpresion de BAALC y de
acuerdo a ello decidir si consolidar con Talo CPH o DA ara C.
e Cariotipo Desfavorable: buscar donador para trasplante. Si no lo
tiene, realizar busqueda en bancos de donadores de cordén

umbilical.
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