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RESUMEN

Titulo. Determinacion de Caspasa-s activada, Bcl-2, CD95 y Glicoproteina-P como
factores asociados a respuesta al tratamiento en pacientes con Leucemia Aguda de

novo.

Material y Métodos. Estudio observacional, prospectivo, longitudinal, descriptivo de
febrero de 2013 a febrero de 2014. Se obtuvieron muestras de sangre periférica y
médula 6sea de pacientes con Leucemia Aguda de novo. Se midi6 la expresion de
Caspasa-s-activada, Bcl-2, CD95 y Glicoproteina-P y se evalué respuesta a

tratamiento a un mes. Analisis estadistico: analisis descriptivo.

Resultados. Se incluyeron 36 pacientes, 22 mujeres y 14 hombres, con edad
promedio de 44.7 afos. 12 pacientes tuvieron Leucemia Linfoblastica Aguda, 20
Leucemia Mieloide Aguda, 4 Leucemia Aguda Bifenotipica. De 30 pacientes que
iniciaron quimioterapia so6lo 19 la completaron. 6 alcanzaron remisién completa 'y 13
fallaron a la induccién. No se relacioné la expresion de las proteinas medidas con la
remision completa a un mes de tratamiento. Su expresién mayor o menor a los valores
de corte tuvo impacto en la SG: Caspasa-3-activada 1.2 contra 6.9 meses (p=0.002);
Bcl-2 3.6 contra 10.2 meses (p=0.031); CD95 0.3 contra 5.7 meses (p=0.000332);
Glicoproteina-P 5.7 contra 0.4 meses (p=0.007). La SG fue de 5.4+1.1 meses (IC
95%, 3—-7.7 meses); quienes alcanzaron remisién completa tuvieron SG de 10.5+3
meses (IC 95%, 4.6-16.6) contra 7+1 (IC 95%, 3.6-10, p=0.424).

Conclusion. No hubo asociacion entre la expresion de las proteinas y la remision
completa. La tasa de respuesta completa tras la induccion a la remisién es baja, con

alta mortalidad temprana.

Palabras clave: leucemia aguda, caspasa s activada, Bcl-2, CD95, glicoproteina-p,

respuesta a tratamiento.



ABSTRACT

Title. Determination of activated caspase-s, Bcl -2, P-glycoprotein and CD95 as

factors associated with treatment response in patients with de novo acute leukemia.

Material and Methods. Observational, prospective, longitudinal, descriptive study
from February 2013 to February 2014. Peripheral blood and bone marrow samples
were drawn from patients with de novo acute leukemia. We measured the expression
of activated caspase-s, Bcl-2, P-glycoprotein and CD95 and correlated them to
treatment response assessed at one month. Statistical analysis: descriptive analysis.

Results. We included 36 patients, 22 women and 14 men, mean age of 44.7 years.
12 patients had acute lymphoblastic leukemia, 20 acute myeloid leukemia, 4
biphenotypic acute leukemia. Out of 30 patients who started chemotherapy, only 19
completed induction treatment. 6 achieved complete remission and 13 had inducton
failure. The protein expression measurements had no correlation with complete
remission after first month of treatment. Proteins’ expression over or below de cutoff
value did have an impact on Overall Survival (OS): activated Caspase-3 1.2 versus
6.9 months (p=0.002); Bcl-2 3.6 versus 10.2 months (p=0.031); CD95 0.3 versus 5.7
months (p=0.000332); P-glycoprotein 5.7 versus 0.4 months (p=0.007). The OS was
5.441.1 months (95% CI, 3-7.7 months); for those who achieved complete remission
the OS was 10.5+ 3 months (95% CI, 4.6-16.6) versus 7+1 (95% Cl, 3.6-10, p=0.424).

Conclusion. There was no association between the expression of proteins and
complete remission. The rate of complete response after induction therapy is low, with

high early mortality.

Keywords: acute leukemia, activated caspase-s, Bcl-2, CD95, P-glycoprotein,

treatment response.



ANTECEDENTES CIENTIFICOS

Las leucemias agudas (LA) son enfermedades que se caracterizan por la proliferacion
maligna de células hematopoyéticas inmaduras de tipo blastico, cuya acumulacion
progresiva se acompara de una disminucion en la produccion de los elementos de la
hematopoyesis normal. El diagndstico se basa en la observacion de una cuenta de
células blasticas en médula 6sea que iguale o supere el 20% de la totalidad celular

segln las recomendaciones de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). @.

Epidemiologia y etiologia

Las leucemias presentan una incidencia de 10 por cada 100,000 habitantes por afio
en Estados Unidos de América (EUA). En México, el Registro Histopatoldgico de
Neoplasias Malignas (RHNM) de la Direccion General de Epidemiologia @, informa
en el 2001 una tasa de morbilidad para Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) en
hombres de 1.5 y en mujeres de 1.2 por cada 100,000 habitantes; en el reporte de
2002, informa un total de 108,064 casos por afio para tumores malignos, de los cuales
2,837 correspondieron a leucemias, y de todos estos 1,720 casos correspondieron a
LLA (1.59%). En relacion a las Leucemias Mieloides Agudas (LMA) tienen una
incidencia que aumenta exponencialmente con la edad; de menos de un caso por
cada 100,000 habitantes en personas menores de 30 afios, a 14 casos por cada
100,000 a los 75 afios. El indice de mortalidad nacional por tumores malignos
reportado por el RHNM del 2002 en las LMA fue de una tasa de 1.1 que representé
un porcentaje de 1.93%, es decir, que de 1,129 defunciones al afio, 522 fueron
mujeres y 607 fueron hombres, mientras que en las LLA la tasa fue de 1.5y el
porcentaje de 2.67%, es decir, 1,564 defunciones de las cuales 895 fueron hombres
y 669 fueron mujeres. El grupo de edad en el que se presentdé mayor mortalidad por
tumores malignos fue en el de mas de 65 afios y la entidad federativa con mayor
distribucion de leucemia fue el D.F. . Entre los factores asociados como causa de
cancer se encuentran la predisposicion genética, las radiaciones ionizantes,
sustancias quimicas, farmacos y virus que pueden dafiar el DNA originando

mutaciones que transforman a las células normales en tumorales @4 5. 6),



En la actualidad, el conocimiento de las leucemias agudas ha evolucionado de forma
importante. De acuerdo con los criterios establecidos por la OMS, para un paciente
de novo se debe realizar su clasificacion mediante estudios morfoldgicos,
inmunofenotipicos y citogenéticos asi como tomar en consideracion sus

caracteristicas clinicas, con el fin de establecer un tratamiento especifico.

Clasificacién General

Las caracteristicas de las células leucémicas pueden ser evaluadas por microscopia
Optica, expresion de enzimas citosdlicas y de antigenos de superficie; estas
caracteristicas permiten poner de manifiesto el linaje y el grado de madurez de la
clona leucémica - 8). Asi, las leucemias pueden ser clasificadas con base en el
tiempo de evolucion de la enfermedad en agudas o cronicas, y cada una de estas
puede ser clasificada a su vez en linfoide o mieloide, de acuerdo con el tipo de célula

involucrada ©.

La etiologia de las leucemias se desconoce, sin embargo se proponen algunos
factores de riesgo como son: la radiacion, que puede inducir dafios genéticos a los
precursores hematopoyéticos; las drogas y compuestos quimicos que pueden
lesionar a la médula 6sea 19; la genética, ya que la incidencia de leucemia se
incrementa cuando existen alteraciones cromosémicas; y los virus, dado que algunas

leucemias se asocian con virus linfotropicos de las células T humanas (9 11,

El comportamiento clinico de la enfermedad, la morfologia, las alteraciones
citogenéticas y el inmunofenotipo celular, son las caracteristicas que toma en

consideracion la OMS @ para poder clasificarlas en:

A. Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)
Leucemia linfoblastica aguda de precursores de células B.
t(9;22)(q34;911); fusién del gene BCR/ABL
t(4;11)(g21;923); fusion del gene MLL-AF4
t(1;19)(q23;p13.3); fusion del gene EA2/PBX1
1(12;21)(p13;922); TEL/AML1



Leucemia linfoblastica aguda de precursores de células T.

Leucemia de células de Burkitt.

. Leucemia Mieloide Aguda (LMA)

LMA con anormalidades genéticas recurrentes

LMA con t(8;21)(922;922),(AML1/ETO).

LMA con eosinofilia en médula ésea e inv(16)(p13;922) o t(16;16)(p13;q22).
Leucemia Promielocitica aguda con t(15;17)(g22;912), PML/RAR-alfa y variantes.
LMA con 11923

LMA con displasia de multilinaje

Seguidas de un sindrome mielodisplasico o de una enfermedad mieloproliferativa.
Sin  antecedentes de sindromes mielodisplasicos o0 enfermedades
mieloproliferativas, pero con displasia de un minimo de 50% de las células en dos

0 Mas estirpes celulares.

LMA relacionada a terapiay a sindromes mielodisplasicos.
Agentes alquilantes y radiacion

Inhibidor de topoisomerasa Il.

LMA clasificadas por otro nombre

LMA minimamente diferenciada

LMA sin maduracién

LMA con maduracion

Leucemia mielomonocitica Aguda

Leucemia monoblastica o0 monocitica aguda

Leucemia eritroide aguda (variantes eritroide/mieloide y eritroleucemia pura)
Leucemia megacarioblastica aguda

Leucemia basofilica aguda

Panmielosis aguda con mielofibrosis

Sarcoma mieloide.



C.Leucemia Bifenotipica Aguda.

En estudios realizados por el grupo lItaliano, Malattie Ematologiche dell”Adulto
(GIMEMA) 2, se combina la citogenética y la informacion molecular de los pacientes
adultos con LLA, para definir su perfil genético y determinar el impacto de las sefales

moleculares y citogenéticas, y categorizar el siguiente subgrupo molecular:

Cariotipo normal, t(9;22)/BCR-ABL, t(4;11)/MLL-AF4, t(1;19)/E2A-PBX1, del
9p/pl15-p16, del 6g, misceldneas, hiperdiploidias, del p9, del p15, del p16.

En este estudio se observo que los pacientes sin anormalidades cromosémicas y
aguellos que tenian deleciones aisladas 9p, 15p y 16p, mostraron una mejoria
favorable relativa, con una mediana de supervivencia libre de enfermedad (SLE)
mayor a tres afos. La t(9;22)/BCR-ABL y la t(4;11/MLL-AF4), T(1;19)/E2A-PBX1
definieron un grupo con pronéstico desfavorable con una SLE de 7 meses, mientras
gue las deleciones 6q, aberraciones miscelaneas y las hiperdiploidias predijeron un
pronoéstico intermedio con una SLE de 19 meses. En este estudio se resalta la
importancia de realizar tanto el perfil citogenético como molecular de la LLA del adulto
desde el inicio de la enfermedad, como una determinante independiente de su curso,

lo que permite llevar a cabo un manejo éptimo de estos pacientes (12 13),

Una de las clasificaciones mas empleada en la leucemia aguda linfoblastica fue la
realizada por el grupo Europeo para la caracterizacion de las leucemias agudas
(EGIL) la cual las clasifica con base en los marcadores de linea expresados segun su

grado de maduracion. (Tabla 1) @49

Tabla 1. Subtipos Inmunoldgicos de leucemia aguda de acuerdo a los criterios del grupo
Europeo EGIL @4,

Puntaje Linaje B Linaje T Linaje mieloide
2 cCD79a cCD3 cMPO
clgM TCROO Lisozima
CD22
1 CD10, CD19, CD20 CD2, CD5, CD8 CD13, CD33, CDw65
0.5 TdT, CD24 TdT, CD7, CDl1a CD14, CD15, CD64

Criterio > de 2 puntos.



Sin embargo aun se sigue considerando la clasificacion Franco Americano Britanico
(FAB) (Tabla 2) y EGIL para el diagnéstico de la leucemia aguda mieloblastica y
linfoblastica respectivamente.

Tabla 2. Clasificacion de leucemia aguda linfoblastica (LLA) y mieloblastica (LMA) de acuerdo a
los criterios del grupo Franco-Americano-Britanico (FAB) 19,

Leucemia Aguda Linfoblastica (Caracteristicas)
L1 L2 L3
Tamafio celular Pequefio Grandes y heterogéneas Grandes y homogéneas
. . . . Homogénea y en punteado
Cromatina Homogénea Variable y heterogénea fino. mitosis en >5%
Forma del ndcleo Regular Irregular: hendido Regular: oval o redondo
Nucléolos Pequefios, no aparentes Uno o mas evidenes Uno o mas aparentes
Cantidad de citoplasma Escaso Variable Moderadamente abundante
Basofilia citoplasmética Ligera Variable Muy intensa
Vacuolizacién Variable Variable Prominente
Leucemia Aguda Mieloide (Caracteristicas)
Subtipo Denominacién Diferenciacion Blastos (%) Componente | Componente
FAB predominante Granulocitico Monaocitico
(%) (%)
MO Mieloide aguda con minima | —==--=mmmmemmemeeen > 30
diferenciacién -
M1 Mieloide aguda sin maduracion Granulocitica > 90 > 3 MPO o NS+ <10 <10
M2 Mieloide aguda con maduracion | Granulocitica 30-89 >10 <20
M3 Promielocitica (forma Granulocitica > 30 promielocitos
granular) andémalos con
bastones de Auer
M3v Promielocitica (forma Granulocitica > 30 promielocitos
microgranular) anémalos con
granulos no visibles,
astillas ocasionales
M4 Mielomonaocitica aguda Granulocitica y > 30
Monocitica
M4 eos | Mielomonocitica aguda (variante | Granulocitica y > 30 eosindfilos atipicos | > 20 >20
con eosindfilos) Monocitica
M5a Monobléastica aguda Monocitica > 30
M5b Monocitica Monocitica >30 <20 >80
(monoblastos)
M6 Eritroleucemia Eritrocitica 'y > 30 mieloblastos sobre | < 20 <80
Granulocitica CNE (monoblastos)
> 50% de eritroblastos
M7 Megacarioblastica Megacariocitica | > 30

10



Resistencia a Drogas en Leucemias Agudas

La resistencia a drogas es la principal causa del fracaso a la quimioterapia, y por
consiguiente, de la muerte del paciente oncolégico. A pesar del uso de la combinacion
de quimioterapias el fracaso al tratamiento se ha observado en enfermos con
patologias tanto linfoides como mieloides en quienes las recaidas ocurren en mas de
la mitad de los casos, como sucede en LMA y LLA del adulto. La resistencia a las
drogas puede ser debida a causas intrinsecas y extrinsecas (6). La resistencia
extrinseca corresponde a la incapacidad de la droga para reaccionar con la célula
tumoral: la administracién oral de quimioterapia se acompafia de una amplia variacion
en la biodisponibilidad de la droga, observandose diferencias que varian entre un
paciente y otro 7). Ademas, los defectos en la vascularizacion del tumor que se
observan frecuentemente en los tumores sélidos, también son relevantes para los de

origen hematol6gico (98,

La resistencia intrinseca se debe a las propiedades de la célula tumoral; el mecanismo
ocurre principalmente por la presencia de proteinas de resistencia a drogas que
provocan la salida de aquella que previamente habia penetrado a las células
tumorales. Se propone que esto se debe a un defecto en la apoptosis inducida por
drogas y que podria originarse por incremento en las sefiales antiapoptoticas y/o
incremento en las proteinas antiapoptéticas (ej: Bcl-2), o a disminucién en las
proteinas pro-apoptoéticas (ej: bax) 16 19, La primera proteina y mejor descrita en los
modelos celulares de multirresistencia a drogas (MDR) es la glicoproteina P (GpP),
codificada por el gene ABC B1 (MDRL1). Esta proteina transmembranal pertenece a
la superfamilia de las proteinas ABC (ATP Binding Cassette), especializadas en el

transporte celular dependiente de energia 20,

Desde 1997 se ha propuesto en consenso la recomendacion para medir la GpP @b
En estudios multicéntricos realizados en pacientes con leucemia aguda se ha
estudiado a esta GpP ®? y se ha demostrado que entre una tercera parte y la mitad
de los casos son positivos a GpP al diagnéstico, fendmeno que ocurre mas
frecuentemente en los pacientes de edad avanzada, ya que al aumentar la edad

aumenta también la multirresistencia a drogas. Leith inform6 en su trabajo 17% de
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positividad para CD243 (GpP) entre los pacientes menores de 35 afos, 27% para
pacientes entre 35 y 50 afios, 39% en pacientes mayores a 50 afios y 71% en un
grupo con una mediana de edad de 68 afios ?3. El fenotipo de GpP se ha asociado
con la expresion de marcadores de mal pronostico tales como CD34 y CD7 @4, En
estudios realizados @ en pacientes con LMA mayores de 60 afios, se encontré una
asociacion entre la expresion de GpP con una baja frecuencia de remision completa,
disminucién de la supervivencia global (SG) y de la supervivencia libre de enfermedad
(SLE), por lo que se recomienda realizar la determinacion de este marcador desde el
inicio de la enfermedad, para tener una idea de la posibilidad de respuesta o no al
tratamiento quimioterapéutico. Klymenko SV y cols estudiaron en pacientes con LMA
asociada a la radiacion (Chernobyl): presencia simultanea de Fas- , Bcl-2+ y MDR+
(26): Guenova ML y cols observaron que patrones antiapoptéticos (Caspasa-s-
activada, Bcl-2) correlacionan con GpP elevada en pacientes con LMA @9); Wang Hy
cols estudiaron al inhibidor del proteasoma (bortezomib) que afecta la expresion del
gen de MDR1 en una linea celular leucémica K562/DNR y demostraron que la
concentracion de droga intracelular aumento6 y la apoptosis se indujo @8). Por otro
lado, De Morales AC y cols estudiaron dos grupos de pacientes: un grupo de
pacientes adultos con LA de novo en el que informaron que a mayor edad, mayor
expresion del gen MDR1; y en el grupo pediatrico, observaron que los niveles de
sobreexpresion de MDR1 se asociaron con niveles altos de CD34 29,

Con respecto al estudio de las proteinas: Caspasa 3 activada, CD95 y bcl-2 que
participan en la apoptosis, se sabe que en ésta, el estimulo de muerte activa una
cascada bioquimica de proteasas las cuales destruyen moléculas que son requeridas
para la supervivencia celular; durante este proceso el citoplasma se condensa, las
mitocondrias y los ribosomas se agregan, el nicleo se condensa y la cromatina se
agrega. Después de su muerte, la célula se fragmenta en “cuerpos apoptéticos” y el
DNA cromosOmico se rompe enzimaticamente en fragmentos internucleosomales de
180 pares de bases que provocan finalmente la destruccion de la célula G0, Otras
caracteristicas de la apoptosis son la reduccién en el potencial de membrana de la
mitocondria, acidificacion intracelular, generacién de radicales libres y externalizacion

de residuos de fosfatidilserina V.

12



A principios de 1993, una serie de estudios hechos en el nematodo Caenorhabditis
elegans revelaron que varios genes controlan la muerte celular G2, En este gusano
se requieren de cuatro genes para la ejecucion ordenada de la apoptosis. Los genes
ced-3, ced-4 ced-9 y egl-1 son los que regulan la muerte celular. Los homodlogos de
ced-3 (caspasas), ced-4 (Apaf - 1), ced-9 (Bcl-2) y egl-1 (BH3 solamente proteinas)
ya se han identificado en metazoarios 3 34, Las principales interventoras en el
programa apoptotico son proteasas conocidas como caspasas (cisteina-
dependiente, aspartato-proteasa especifico) Gl 39, Las caspasas son cistein
proteasas homologas al producto génico ced-3 del nematodo. Se han identificado
mas de 14 miembros de la familia de las caspasas, de los cuales 11 o 12 estan
presentes en los humanos ©9), dependiendo de ciertos polimorfismos hereditarios. Las
caspasas directa e indirectamente dirigen los cambios morfolégicos de la célula
durante la apoptosis. Al disminuir el nivel de citocinas que suprimen la apoptosis en
células malignas, se podria mejorar la terapia anticancerigena ©?). De acuerdo con la
familia de proteinas de Bcl-2 (B cell lymphoma-2), el genoma humano codifica para
la sintesis de 25 miembros de esta familia de genes, de los cuales solamente seis son
antiapoptoticos; la sobreexpresion de varias de estas proteinas antiapoptoticas, como

Bcl-2, se ha documentado en varias enfermedades hematoldgicas malignas (38 39:40),

La familia Bcl-2 interviene en la regulacion de la liberacion del citocromo c
mitocondrial, el cual es un miembro de la cadena transportadora de electrones
mitocondrial, que se requiere para la generacién de ATP y ademas es un importante
disparador de la cascada de caspasas. El citocromo c regula la activacién de las vias
de muerte celular que ocurren si el citocromo c¢ se libera de la mitocondria al
citoplasma. En el citoplasma, el citocromo c se une a Apaf-1 para formar el
apoptosoma (complejo molecular que contiene citocromo c¢, Apaf-1, ATP vy
procaspasa 9). El apoptosoma activa a caspasa 9, un iniciador de apoptosis (3 41,
Este mecanismo regula la liberacidon del citocromo ¢, paso importante en la iniciacion

de la apoptosis (figura 1) 2,

13
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Figura No 1. Principales vias de apoptosis. (42),

La sobreexpresion de la proteina Bcl-2 es el resultado de la translocacion t(14;18) que
involucra al gen BCL-2 y ocurre en 80-90% de los linfomas no Hodgkin foliculares de
bajo grado “3). La apoptosis puede ocurrir en respuesta a un nimero de estimulos
fisiol6égicos o patologicos (TNF, Fas ligando y drogas citotdéxicas que dafien DNA).
Estudios realizados por Hafez M y cols en LLA pediéatrica observaron que la apoptosis
fue méas baja en los pacientes que en los controles, al inhibir Bcl-2 y estimular CD95,
por lo que podrian tener un beneficio terapéutico “4. Vrbanush y cols informaron que
Fas (CD95) regula las sefiales apoptéticas y Bcl-2 antiapoptéticas y que ambos son
frecuentemente observados en células leucémicas de LMA M4/M5 @), En estudios
pediatricos con LLA utilizando CD95 y Bcl-2 (basal y 6 meses postQTx) sugieren que
estas proteinas de sefializacion que intervienen en la apoptosis podrian tener impacto

predictivo sobre el tratamiento “6),
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Para la activacion de las caspasas se requiere la participacion de inhibidores
intracelulares como los de la familia de proteinas de Bcl-2 y las proteinas inhibidoras
de apoptosis (IAPs). La alteracion en el balance normal de estas proteinas, favorece
la supervivencia de las células tumorales, como es conocida ya la deficiencia de

caspasa 9 en las células leucémicas de Jurkat “7).

Las citocinas y algunos otros compuestos pueden reprogramar el desarrollo anormal
de la leucemia, por lo tanto, las células leucémicas pueden diferenciarse y madurar.
Los factores estimulantes de colonias (CSFs) inducen la viabilidad celular y la
multiplicacion celular. Desde que se descubrieron estos factores estimulantes de
colonias, se han encontrado otras citocinas que acttan sobre la linea mieloide,
incluyendo al factor de células tallo (SCF) y la trombopoyetina, algunas de las cuales
pueden sinergizar con diferentes CSFs (“9).

El antigeno CD117, conocido como c-kit o receptor del factor de célula tallo, es un
receptor transmembrana tirosin-cinasa el cual se ha demostrado que tiene un papel
fundamental en la proliferacion, diferenciacion y supervivencia de tejidos
hematopoyéticos normales y leucémicos “% 50, Este antigeno se encuentra con mayor
frecuencia en células progenitoras de la médula 6sea, en el 80% de las LMA de novo,
particularmente en las variantes mas inmaduras de la FAB, en Leucemia Mieloide
Cronica en fase blastica y en LMA secundaria a Sindrome Mielodisplasico V. Las
LLA generalmente tienen una baja expresion de este marcador, y se ha asociado mas
a Leucemias Linfoblasticas de linaje T. Una activacion aberrante de este receptor

resulta en sefializacién desregulada, asociandose a un prondéstico adverso.

Schwarz y cols reportaron que la expresion de CD117 carece de significado
pronoéstico en las LMA ®2), no obstante estudios mas recientes le han asociado con
las leucemias designadas Core Binding Factor, que caracteristicamente son aquellas
LMA-M2 t(8;21) y LMA-M4Eo con inv(16), y que se asocian a pronostico favorable.
Asi mismo, se han descrito mutaciones puntuales en c-kit en estas mismas variantes
leucémicas, lo cual cobra relevancia clinica, puesto que son blancos terapéuticos que

ya estan en desarrollo.(3 54
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MATERIAL Y METODOS
Objetivo general

Determinar la asociacion de: caspasa-z-activada, Bcl-2, CD95 y glicoproteina P, con

la respuesta a tratamiento, de pacientes con leucemia aguda de novo.

Objetivos especificos

+ Determinar la expresion de la caspasa-sz-activada, CD95 (Fas), Bcl-2 y de
glicoproteina P en las células blasticas de pacientes con leucemia aguda de

novo.

» Correlacionar con la recuperacion de la médula 6sea el porciento de células

blasticas al mes de tratamiento.

Disefio del estudio. Observacional, prospectivo, longitudinal, descriptivo.

De febrero de 2013 a febrero de 2014 se obtuvieron muestras de sangre periférica y
médula 6sea de pacientes con Leucemia Aguda de novo del Servicio de Hematologia
en el Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional La Raza. Se realiz6 la
determinacion de Caspasa-s-activada, Bcl-2, CD95 y Glicoproteina-P al diagnostico
mediante citometria de flujo. Los resultados se registraron en la hoja de captura de
datos. Se capturaron los datos demograficos en la hoja de datos y se dio seguimiento
al tratamiento de induccion a la remisién y la evaluacion de respuesta tras un mes
(término de induccion a la remision). Posteriormente se dio seguimiento a los casos
para conocer el estado del paciente (vivo o muerto, recaida). Los datos fueron

vaciados en la hoja de recoleccion de datos para su analisis estadistico.
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CRITERIOS DE SELECCION:
Criterios de inclusion.

e Pacientes mayores de 16 afos con diagnostico clinico, morfolégico y
citoquimico (OMS) de leucemia aguda de novo que ingresen al servicio de
Hematologia del HECMNR de Febrero de 2013 a Febrero de 2014.

e Meédula 6sea (MO) con celularidad > 1000 células blasticas/microL.
Criterios de no inclusion.

e Pacientes mayores de 16 afos con diagnostico clinico, morfolégico y
citoquimico (OMS) de leucemia aguda secundaria a sindrome mielodisplasico
(SMD), que se encuentren en fase blastica de cualquier tipo de proceso mielo
o linfoproliferativo crénico que ingresen al servicio de Hematologia del
HECMNR.

e MO con celularidad < 1000 células blasticas/microL.
Criterios de eliminacion.

e Pacientes que se pierdan durante el seguimiento al tratamiento.

Anélisis de Datos

Se realiz6 un analisis descriptivo de la informacion utilizando medidas de
proporciones, tendencia central y dispersion (media, desviacion estandar, mediana,
percentiles 25 y 75%). Se determinaron valores de corte de las proteinas mediante
curvas ROC. Se establecieron grupos con respecto a la expresion de las proteinas
mayor o menor al punto de corte y a la mediana medida por el Laboratorio de
Hematologia del HECMNR. Con prueba de x2 se compararon los grupos de cada
proteina con remision completa. Con prueba de Kaplan-Meier se hicieron analisis de

supervivencia. Se consideré como estadisticamente significativo un valor de p<0.05.
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RESULTADOS
Caracteristicas clinicas y bioldgicas

De febrero de 2013 a febrero de 2014 un total de 52 pacientes con diagndstico de
Leucemia Aguda de novo se registraron en el HECMNR, de los cuales 36 pacientes
cumplieron con los criterios de inclusion para el estudio y cuentan con la medicion de
los moduladores de apoptosis al diagnéstico. La media para la edad fue de 44.7 afios
(rango 16 — 74 afos), con 22 mujeres y 14 hombres. Las variantes de leucemia fueron
12 casos (33.3%) de LLA, 20 (55.6%) de LMA y 4 (11.1%) de LA Bifenotipica. Se
identificaron a 26 pacientes (72.2%) como riesgo alto y a 6 pacientes (16.7%) de
riesgo estandar o intermedio, y 4 pacientes de LMA no fueron clasificados por falta de
estudio citogenético. El 30.6% (11 pacientes) tenian comorbilidades al diagnostico (4
con Diabetes Mellitus tipo 2, 4 con Hipertension Arterial Sistémica, 1 con Enfermedad
Pulmonar Obstructiva Crénica, 1 con Artritis Reumatoide, 1 con Esclerosis Mdltiple,
Hepatitis Autoinmune e Hipotiroidismo y 1 con Lupus Eritematosos Sistémico,

Sindrome Antifosfolipido y Enfermedad Renal Crénica Secundaria).

Se observé mayor expresion de CD117 (c-kit) en los pacientes con LMA (mediana
24.65%) que en los pacientes con LLA (1.0%, p=0.000004) y que en los pacientes de
LA Bifenotipica (11.7%, p=0.34). Con respecto a los moduladores de apoptosis y la
glicoproteina-P no se observd diferencia significativa entre los tipos de Leucemia
(tablas 3y 4).

Seis pacientes murieron previo al inicio de la quimioterapia sistémica; 30 iniciaron el
tratamiento de acuerdo al criterio del médico tratante, de los cuales 11 (36.7%)
fallecieron durante la terapia de induccion a la remision (IR). De los 19 pacientes que
completaron la terapia de IR, 68.4% (13) alcanzaron remision hematoldgica
(hemoglobina >10 g/dL, neutréfilos absolutos >1,000/mm?3, plaguetas >100,000/mm?3)
y s6lo 31.6% (6) alcanzaron remision morfolégica completa (<5% de blastos en

médula 0sea).
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Tabla 3. Mediana de proteinas de membrana, moduladores de apoptosis y glicoproteina-P

N Mediana (%) Minimo (%) Maximo (%)
CD117 36 14.25 .10 80.1
Linfoblastica 12 1
Mieloide 20 24.65
Bifenotipica 4 11.7
CD95 36 15.45 .10 97.6
Linfoblastica 12 9
Mieloide 20 26.75
Bifenotipica 4 16.2
C3act 35 5.4 .30 99.6
Linfoblastica 12 14.7
Mieloide 19 5.7
Bifenotipica 4 5.35
GpP 36 3.4 .20 71.4
Linfoblastica 12 4
Mieloide 20 2.6
Bifenotipica 4 17.2
Bcl-2 36 16.45 .30 84.5
Linfoblastica 12 30.6
Mieloide 20 15.15
Bifenotipica 4 27.2

Tabla 4. Analisis comparativo de CD117, glicoproteina-P y moduladores de apoptosis

entre tipos de Leucemia (valor de P)

CD117 CD95 C3act GpP Bcl2
Linfoblastica 0.000004 .220 1.0 .507 AT7
Mieloide
Linfoblastica .249 .665 .882 .302 .953
Bifenotipica
Mieloide .347 .518 725 .078 .682
Bifenotipica

Para establecer la significancia clinica de glicoproteina-P y los moduladores de

apoptosis como variables de prondstico se calcularon las curvas ROC (Receiver
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Operating Characteristic) para remision morfolégica, defuncidén durante la induccion a

la remision, recaida y supervivencia para establecer los niveles de corte.
CD95

Previamente se ha determinado el rango de referencia de CD95 entre 7.0% y 95.0%,
con una mediana de 86.4%. La curva ROC mostro un area bajo la curva (AUC por
sus siglas en inglés) de 0.508 para supervivencia, 0.372 para recaida, 0.577 para
remision morfologica y 0.708 para defuncion durante IR; se tomé esta Ultima como
referencia y se obtuvieron los mejores resultados de especificidad y sensibilidad con
los valores entre 0.15% y 0.25%, con sensibilidad de 100% y especificidad de 78.9%.

Al tomar como valor de corte 86.4%, todos los pacientes que completaron IR tuvieron
expresion de CD95 en células blasticas por debajo de la mediana; se comparo la
remision morfolégica entre los pacientes que expresaran CD95 en células blasticas
por arriba o por debajo al valor de corte de 0.25%, sin obtenerse correlacion

significativa (p=0.637).

Se hizo el andlisis de remisién morfolégica completa y supervivencia global mediante
Kaplan-Meier tomando en cuenta tanto 86.4% como 0.25%. Cuando se empleé el
punto de corte de 0.25% no hubo diferencia significativa para supervivencia global
(p=.43) ni para remision morfologica (p=.69). Al hacer el andlisis con la mediana no
fue posible evaluar una diferencia para remision morfolégica por el escaso numero de
pacientes con resultado sobre el valor de corte (3 pacientes), sin embargo la
supervivencia global fue de 0.3 meses (IC 95%, 0 a 0.9) para los pacientes sobre el
punto de corte y de 5.7 meses (IC 95%, 3.3 a 8.2) debajo del punto de corte
(p=0.000332) (Figura 2).
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Caspasa-s-activada

El rango de referencia dado por el Laboratorio de Hematologia del HECMNR para
caspasa-s-activada (C3act) es de 20.0% a 65.0%, con una mediana de 40.6%. La
curva ROC mostré un AUC de 0.411 para supervivencia, 0.547 para defuncion
durante IR, 0.371 para recaida y 0.346 para remisibn morfoldgica. Se tomé
nuevamente la curva de Defuncion durante IR como referencia, obteniéndose el punto

de corte en 1.5%, con sensibilidad y especificidad de 80% y 84%, respectivamente.

No se obtuvo resultado significativo al comparar remisién morfolégica con la expresion
de C3act mayor o menor a la mediana (p=0.20) ni con el punto de corte derivado de
ROC (p=0.154).

Se hizo el andlisis de remision morfolégica completa y supervivencia global mediante
Kaplan-Meier. Al utilizarse el punto de corte de 1.5% no hubo diferencia significativa
para supervivencia global (p=.99) ni para remision morfolégica (p=.35). Ninguno de
los pacientes que alcanz6 remision morfolégica completa tuvo expresion de C3act
mayor de 40.6%, no permitiendo hacer la comparacién. Al analizarse la supervivencia
global empleando la mediana se observa una supervivencia global media de 6.9
meses (IC 95%, 4 a 9.9) en el grupo con C3act debajo del valor de corte contra 1.2
meses (IC 95%, 0.45 a 2, p=0.002) (Figura 3).
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Figura 3.

Glicoproteina-P

El rango de referencia para GpP es de 0 a 2.0%, con una mediana de 0.4% de
acuerdo a lo referido por el Laboratorio. Al analizar las curvas ROC se encontré un
AUC de 0.586 para supervivencia, 0.306 para defuncion durante IR, 0.762 para
recaida y 0.596 para remision morfolégica. Tomando en cuenta la curva de recaida
se tomé 1.0% como valor de corte, que mostrd sensibilidad y especificidad de 100%
y 80%, respectivamente. Todos los pacientes que se evaluaron para remision
morfolégica mostraron GpP superior a la mediana, y al emplearse 1.0% como valor

de corte, la diferencia entre ambos grupos tuvo una p=0.20.

El analisis de Kaplan-Meier para remision morfoldégica completa utilizando el valor de
la mediana (0.4%) no es posible por la poca cantidad de pacientes por grupo; en
cuanto a la supervivencia global se observé una sobrevida media de 0.4 meses en
los pacientes con expresion de GpP debajo de la mediana (IC 95%, 0 a 1.3) contra
5.7 meses en quienes la sobreexpresaban (IC 95%, 3.3 a 8.2, p=0.007) (Figura 4).
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Figura 4.

Cuando se tomo6 el valor de corte derivado de la curva ROC, no se encuentra

diferencia significativa entre ambos grupos para supervivencia global (p=.54).
Bcl-2

El rango de referencia de Bcl-2 es entre 3.0% y 15.0%, con una mediana de 3.7%. La
curva ROC mostré un AUC de 0.367, 0.372, 0.317 y 0.531 para supervivencia,
remision morfolégica completa, recaida y defuncién durante IR, respectivamente.
Debido a que ninguna curva super6 0.6, no se obtuvo valor de corte por este método.
La comparacion entre los pacientes que alcanzaron o no remisién y la expresion de

Bcl-2 mayor o menor al rango de referencia no tuvo significancia estadistica (p=.419)

Se hizo el analisis de supervivencia global mediante Kaplan-Meier tomando en cuenta
la mediana dada por el laboratorio. Los pacientes con un Bcl-2 debajo de la mediana
tuvieron una sobrevida media de 10.2 meses (IC 95%, 5.4 a 15) contra 3.6 meses (IC
95%, 1.4 a 5.9, p=0.031) en los de Bcl-2 sobre la mediana (Figura 5). Al evaluarse

remision morfolégica completa con respecto a la mediana, se obtuvo una p=0.193.
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CD117 (c-kit)

Para CD117 se obtuvo el rango de referencia directamente de las curvas ROC, las
cuales mostraron un AUC de 0.750 para supervivencia, 0.372 para remision
morfolégica, 0.464 para defuncion durante IR y 0.428 para recaida, por lo que se tomd
la de supervivencia para establecer el valor de corte, el cual fue de 0.4 con una
sensibilidad de 100% y especificidad de 90%. Los pacientes con CD117 por debajo
del valor de corte mostraron sobrevida media de 3 £ 1.6 meses (IC 95%, 0 a 6.2)
comparado con los pacientes que lo expresaron por encima al punto de corte, con
supervivencia de 6.4 £1.5 meses (IC 95%, 3.4 a 9.5, p=0.07) (Figura 6). Todos los

pacientes con LMA tuvieron expresion de CD117 por encima del valor de corte.
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Supervivencia global

La supervivencia global (SG) de los pacientes que iniciaron tratamiento fue de 5.4 +
1.1 meses (IC 95%, 3 — 7.7 meses) (Figura 7).

Los pacientes del sexo masculino tuvieron SG de 7.3 + 2 meses (IC 95%, 3.4 a 11.2)
comparado con las mujeres de 4.2 £ 1.4 meses (IC 95%, 1.4 a 7, p=0.174). Se
comparo la SG con base en el riesgo la cual fue de 6.7 £ 3 (IC 95%, 0.8 a 12) para
los de riesgo estandar o intermedio contra 4.7 £ 1.3 (IC 95%, 2.2 a 7.3) para los de

riesgo alto (p=0.428).

Se establecio6 la supervivencia entre los tipos de leucemia, la LLA con SG de 4.3 +
1.7 meses (IC 95%, 0.9 a 7.8), LMA de 5.4 + 1.6 meses (IC 95%, 2.1 a 8.7) y LA
Bifenotipica de 7.8 £ 1.2 meses (IC 95%, 3 a 7.7) (p=0.517). Los pacientes con
comorbilidades al diagndstico mostraron SG de 3 £ 2.2 meses (IC 95%, 0 a 7.4)
comparados con aquellos sin comorbilidades con SG de 6.1 + 1.4 meses (IC 95%,
3.4a9,p=0.073).
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De los 19 pacientes que completaron la terapia de induccion a la remision, los 6
pacientes que alcanzaron remisién morfoldégica completa tuvieron una SG de 10.5 +
3 meses (IC 95%, 4.6 a 16.6) comparado con los 13 pacientes que no alcanzaron
remision morfolégica con SG de 7 £ 1 (IC 95%, 3.6 a 10, p=0.424) (Figura 8).
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DISCUSION

En este estudio se pudo observar que la expresion de las proteinas caspasa s
activada, CD95, Bcl-2 y glicoproteina-P tienen una distribucion heterogénea en las
células leucémicas de los pacientes con leucemia aguda de novo, y solamente el
CD117 mostré mayor expresion en los pacientes con LMA, lo cual es comparable a

lo reportado en la literatura.

La expresion de Bcl-2 por arriba o debajo de la mediana no mostré un impacto en la
remision completa (RC) a un mes de tratamiento, aunque se observé una tendencia.
Diversos estudios han encontrado una expresion elevada de Bcl-2 en pacientes con
LLA y LMA; los ensayos clinicos no han podido correlacionar su sobreexpresion con
menor SG o falla terapéutica en LLA, sin embargo en pacientes con LMA lo han
asociado a menores tasas de RC, identificAndose como un factor pronéstico adverso,
incluso en aquellos pacientes inicialmente identificados con riesgo citogenético
favorable o intermedio. ®5 56) En este trabajo la SG fue estadisticamente superior en
los pacientes con baja expresion de Bcl-2, que concuerda con su funcién biolégica
antiapoptotica. Para corroborar estos hallazgos es conveniente ampliar la muestra de
los pacientes de LMA y evaluar en este grupo la expresion de Bcl-2, tanto por
citometria de flujo como por PCR, y comparar la sobreexpresion con tasa de RC y
SG.

La RC no se vio significativamente afectada por la proteina proapoptética CD95. En
LMA, en la cual la expresion de CD95 es variable, se ha sugerido una correlacion
entre la respuesta inicial a la quimioterapia de IR con la expresion de CD95, y diversos
autores han encontrado esta asociacion en ensayos clinicos. ©7 %) La SG tuvo
diferencia significativa dependiendo de la expresion de CD95 por arriba o debajo de
la mediana, sin embargo, de acuerdo con la funcién biolégica de CD95, una expresiéon
mayor al punto de corte se asociaria a una mayor SG, y en este estudio ocurrié lo

contrario y los pacientes con expresion elevada de CD95 tuvieron menor SG.

Li y cols han descrito que la intensidad de la expresion de CD95 por citometria de
flujo puede ser variable entre las muestras, y que en los pacientes con una expresion

“‘baja” puede corresponder a dos situaciones, o una baja expresion por todas las
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células o una expresion fuerte por un pequefio grupo de células. 48 En este caso, Si
al seleccionar la poblacion a analizar por citometria de flujo se selecciona una
poblacion con baja cantidad de células leucémicas mezcladas con células
mononucleares, el resultado puede no mostrar la expresion real de CD95 en las
células blasticas. Para afinar estos resultados es posible la mediciébn concomitante de
transcritos de ARNm de FAS en estas células mediante analisis de PCR en tiempo
real. Asi mismo, debe considerarse que una N pequefia con alta mortalidad temprana
puede limitar la identificacion del grupo de pacientes con baja expresion de CD95 y
su impacto en RC y SG.

En el andlisis de C3act, ambos grupos tuvieron un comportamiento similar en cuanto
a RC, sin diferencias significativas. El analisis de SG mostr6 diferencia significativa
entre ambos grupos y ,similar a los resultados para CD95, se observo mejor SG en el
grupo de baja expresion de C3act, contrario a lo esperado con respecto a la teoria.
Estrov y cols midieron los niveles de caspasa-2 y -3 no activada y de caspasa 3
activada; reportaron que niveles elevados de procaspasa-2 y procaspasa-z denota
menor supervivencia, mientras que un nivel elevado de C3act se correlaciona con un
pronostico favorable, aunque con una significancia marginal. ¢% Ningln otro estudio

ha podido correlacionar la expresion de C3act con la respuesta a tratamiento o SG.

La medicion de las proteinas que se hizo en este estudio y en estudios previos es
estatica, sin embargo, defectos en la sefial apoptdética en las células tumorales puede
ser un mecanismo de escape a la quimioterapia. En el estudio llevado a cabo por Liu
y cols, se hicieron mediciones de las proteinas pro y antiapoptéticas antes y posterior
a la quimioterapia. Particularmente la expresién de C3act basal no se correlacioné
con actividad de la quimioterapia en las primeras 24 horas, sin embargo la
determinacién obtenida a las 24 horas post-quimioterapia si tuvo correlacion
significativa con su actividad. % La propuesta es hacer la medicion de estas proteinas
en tiempos clave tras el inicio del tratamiento e intentar correlacionar su actividad con

la respuesta terapéutica.

En el analisis para GpP, no hubo diferencia entre ambos grupos para la respuesta a

terapéutica y remisién completa tras un mes de tratamiento. Aunque previamente se
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ha implicado la sobreexpresion del gen MDR1 con falla a tratamiento, estudios mas
recientes han dado peso a los polimorfismos del gen asi como a su expresion en las
células leucémicas. ®) La baja expresion de GpP se vio asociada a menor
supervivencia, sin embargo, la cantidad de pacientes en ese grupo fue muy baja y

con alta mortalidad temprana, que no permite hacer un andlisis adecuado.

Uno de los resultados mas importantes a remarcar es la diferencia en la supervivencia
global con respecto a la remisién completa tras la induccién a la remisién. Si bien en
este trabajo la diferencia no fue estadisticamente significativa entre los 2 grupos, se
observa una tendencia a la separacion de las curvas de supervivencia. En LLA, la
remision completa al dia 28 de la IR es un factor prondstico fundamental, e incluso la
medicion fina de esto mediante Enfermedad Minima Residual, tanto por citometria de
flujo como por métodos moleculares, se ha establecido como uno de los factores
pronésticos mas relevantes. Una muestra de pacientes mayor permitiria identificar

estos patrones con mayor precision.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados presentados, en los pacientes con leucemia aguda de
novo del HECMNR no se pudo establecer una asociacion entre la expresion de
caspasa 3 activada, CD95, Bcl-2 y glicoproteina-P en las células leucémicas y la
respuesta terapéutica evaluada tras un mes de haber iniciado el tratamiento. Se
observdé que en general las tasas de respuesta completa tras la induccion a la
remision son bajas, con alta mortalidad temprana. Asi mismo, pudo notarse diferencia
entre la expresion de estas proteinas y la supervivencia global. Los pacientes
expresion en células blasticas de CD95 menor a 86%, caspasa-3 activada mayor de
40.6%, Bcl-2 menor de 3.7% y glicoproteina-P mayor de 0.4% mostraron mayor
supervivencia global. La expresion de CD117 fue superior en los pacientes con LMA,
y una expresion superior a 0.4% tiene tendencia a mejor supervivencia global. El
comportamiento clinico no fue el esperado de acuerdo a la funcion y biologia de la

proteina medida en todos los casos.
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ANEXO II.
Andlisis de Citometria de Flujo.
A partir de cada una de las muestras se les realizara cuantificacion de células

nucleadas en el equipo Advia 120 marca Siemens para ajustar la cantidad de células
a 10%/100uL y poder realizar la tincién utilizando para esta cantidad de células 20uL

del anticuerpo en estudio. Inicialmente a todas las muestras se les aplicaran los
criterios del grupo FAB utilizando las tinciones de Wrigth, acido peryddico Schiff
(PAS), mieloperoxidasa y alfa naftil acetato esterasa; posteriormente, a todas ellas se
les realizaran estudios de inmunocitofluorometria y se les aplicaran los criterios del
Grupo Europeo para la inmunotipificacion de leucemias (EGIL) y asi poder
caracterizar a cada una de ellas. Los anticuerpos monoclonales que se utilizaran para
realizar la caracterizacion de las leucemias son: HLADR-PerCP, CD34PerCP, TdT-
FITC, CD117PerCP, cCD3PerCP CD5PerCP, CD7FITC, CD10FITC, CD19PerCP,
CD20PerCP, CD22FITC, CD79a-PE, antilgM-PE, CD13PE, CD14PerCP, CD15PE,
CD33PE, CD64FITC, CD41aFITC, CD235aPE, CD200PE, antiLinlFITC, CD123,
CD11cAPC y los marcadores de interés para este trabajo: anti GpP-PE, CD95Fas-
APC, antiBcl-2FITC, anti caspasa-3 activadaPE, ademéas de todos los insumos
necesarios para la tincion intra y de superficie de acuerdo a el procedimiento
establecido por el fabricante; todos los anticuerpos monoclonales seran de la marca
Becton Dickinson (San José Cal. EUA). Todos los marcadores se analizaran por
citometria de flujo utilizando el programa “Cell Quest Pro” version 5.1.1 en el citbmetro
de flujo FACSCalibur (BD San José Cal. EUA).
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ANEXO IlI.
ESQUEMAS DE QUIMIOTERAPIA

Leucemia Linfoblastica Aguda

Esqguema Hiper CVAD

Consiste en 4 ciclos constituidos por fase A y fase B intercaladas con intervalo
promedio de 28 dias entre cada fase.

Fase A (ciclos 1, 3,5y 7)

¢ Ciclofosfamida 300 mg/m2SC IV cada 12 horas (dias 1 al 3)
e Vincristina 1.4 mg/m2SC IV (dias 4y 11)

e Doxorrubicina 40 g/m2SC o Daunorrubicina 60 mg/m2SC cada 24 horas (dias
laldy1lal14)

e Dexametasona 40 mg/m2SC cada 24 horas (dias 1 al 4y 11 al 14)
e Citarabina 40 mg dosis estandar via intratecal (dia 7)

e Metotrexate 15 mg dosis estandar via intratecal (dia
Fase B (ciclos 2, 4,6y 8)

e Metotrexate 1000 mg/m2SC IV en infusion de 24 horas (dia 1)
e Acido folinico 25 mg/m2SC cada 6 horas por 6 dosis (dias 2 y 3)
e Citarabina 3000 mg/m2SC cada 12 horas por 4 dosis (dias 2 y 3)

Esguema Berlin-Frankfurt-Miinster

Fase de Induccion (4 semanas)

e Vincristina 1.5/m2SC/dia IV (dias 1, 8, 15y 22)
e Prednisona 60 mg/m2SC/dia VO (dia 1 al 28)

e L-asparginasa 6,000 Unidades/m2SC/dia IV cada 24 horas por 14 dosis (dia
1lald)
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e Daunorrubicina 45 mg/m2SC/dia IV (dias 1, 8, 15y 22)
Fase de Consolidacion (5 semanas)

¢ Ciclofosfamida 650 mg/m2SC/dia IV (dias 1, 15y 26)
e 6-Mercaptopurina 60 mg/m2/dia VO (dias 1-28)
e Citarabina 300 mg/m2SC IV (dias 1, 8, 15, 22, 29)

Leucemia Mieloide Aguda (excepto subtipo M3)
Esquemas de Induccion

Régimen Dosis estandar de Citarabina + ldarrubicina

« Citarabina 100 mg/m2SC/dia en infusién de 24 horas por 7 dosis (dias 1 al 7)
e ldarrubicina 12 mg/m2SC/dia por 3 dosis (dias 1 al 3)

Esquema de segunda Induccion

« Citarabina 100 mg/m2 SC/dia en infusién de 24 horas por 5 dias (dias 1 al 5)
o Idarrubicina 12 mg/m2SC/dia por 2 dosis (dias 1y 2)

Esquema de Consolidaciéon

Consiste en 2 consolidaciones tempranas seguidas de 2 consolidaciones tardias

con intervalo promedio de 28 dias entre cada una

o Citarabina 1500 mg/m2SC cada 12 horas por 4 dosis (dias 1y 2)
e ldarrubicina 12 mg/m2SC cada 24 horas por 2 dosis (dias 1y 2) 6
e Mitoxantrone 12 mg/m2SC cada 24 horas por 2 dosis (dias 1 y 2)
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Leucemia Mieloide Aguda M3 de la FAB

Esquema de Induccion

« Acido holotransretindico 45 mg/m2SC/dia dividido en 2 tomas por 45 dosis
(dias 1 al 45)

e ldarrubicina 12 mg/m2SC cada 24 horas por 4 dosis en dias alternos (dias 2,
4,6y 8)

e En caso de riesgo alto — Citarabina 1000 mg/m2SC/dia por 4 dosis (dias 1 al
4)

Consolidaciones — adaptadas a estratificacion de Riesgo

Primera Consolidacién

« Acido holotransretindico 45 mg/m2SC/dia dividido en 2 tomas por 15 dosis
(dias 1 a 15)

e ldarrubicina 5 mg/m2SC cada 24 horas por 4 dosis (dias 1 a 4)

e En caso de riesgo alto — Citarabina 1000 mg/m2SC/dia cada 24 horas por 4
dosis (dias 1 a 4)

Segunda Consolidacion

« Acido holotransretindico 45 mg/m2SC/dia dividido en 2 tomas por 15 dosis
(dias 1 a 15)

o Mitoxantrone 10 mg/m2SC/dia cada 24 horas por 5 dosis (dias 1 a 5)

Tercera Consolidacion

« Acido holotransretindico 45 mg/m2SC/dia dividido en 2 tomas por 15 dosis
(dias 1 a 15)

e ldarrubicina 12 mg/m2SC cada 24 horas por 4 dosis (dias 1 a 4)

e En caso de riesgo alto — Citarabina 150 mg/m2SC cada 8 horas (dias 1 a 4).
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