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RESUMEN ESTRUCTURADO

Antecedentes: Conocer los factores de riesgo iniciales para predecir la probabilidad de respuesta al esquema de

induccién a la remision de los pacientes adultos diagnosticados de Novo con leucemia linfoide aguda, es importante para
poder intervenir de manera temprana en el cambio de terapéutica e incremento en las tasas de remision completa y
supervivencia libre de enfermedad.

Objetivo: Determinar la expresion de los genes ABCB1 y ABCG2, respuesta a esteroides y disminucion del conteo de
blastos como factores de riesgo de mal pronostico en los pacientes adultos diagnosticados con leucemia linfoide aguda.
Metodologia. Los niveles de expresion de los genes ABCB1y ABCG2 se analizaron mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa en tiempo real en 58 pacientes con diagnostico de LLA. La respuesta a esteroides se evalu6 con la
presencia de blastos en sangre periférica luego de 7 dias de manejo y la presencia de blastos en medula ¢sea se evalud
mediante el aspirado realizado en el dia +8 de tratamiento. La asociacion entre estos parametros y la probabilidad de
integrar remision se determind mediante la prueba de Chi cuadrado. La supervivencia global (OS) se determiné usando
el método de Kaplan-Meier.

Resultados: Se estudiaron un total de 58 pacientes, en los cuales se evalud inicialmente la expresion de la ABCB1 y
ABCG2 presentando expresion alta en 18, 31%. Y 13, 22.4% respectivamente. Posteriormente se evalud la respuesta
favorable a los esteroides mismo que se considerd como el segundo punto de riesgo, estando presente en el 58.6% de
los casos y por ultimo se midid la presencia de Blastos en Médula 6sea en el dia +8 de tratamiento (posterior a la dosis
de Daunorrubicina y Vincristina) siendo positivo este punto en el 58.6%. Los tres puntos en conjunto se encontraron en
el 61% de los pacientes con falla al tratamiento, y teniendo mas peso la respuesta a esteroides como predictor de mal
pronostico.

Conclusiones: La presencia de los tres factores de riesgo analizados aumenta la probabilidad de refractariedad y

recaida de los pacientes con leucemia linfoide aguda

Palabras clave. Quimioterapia, hematologia, Leucemia, Genes de Multiresistencia a Drogas.



ANTECEDENTES

Histéricamente, han sido reconocidos varios factores de riesgo importantes para respuesta al tratamiento de Leucemia
Linfoide Aguda (LLA) (tabla. 1), uno de ellos ha sido la remisién durante el primer mes. En muchos estudios, la respuesta
al tratamiento inicial ha sido un factor pronostico primordial independientemente de las caracteristicas iniciales de la
enfermedad. Ademas, los datos mas recientes sugieren que la presencia de la leucemia residual en la médula sea en el
dia 7 o 14 se ha asociado con un peor prondstico, aunque los datos publicados son predominantemente en la LLA

infantil.

Clasificacion de la LLA de acuerdo al tipo de riesgo

Variable Riesgo Habitual Riesgo Alto
Edad < 35 afos > 35 afos
Cuenta Inicial de < 30,000 para LLA B, >30,000 para LLA-B
Leucocitos 100,000 para LLA t >100,000 para LLA-T
Genética Normal, Hiperdiploidia > 1(9;22), 1(8,14), t(4;11),
50 Cr, t (12:21) hipodiploidia <45cr
Inmunofenotipo Linea B Linea T con >100,000
leucocitos,
B madura
Morfologia L1, L2 L3 (Burkitt)
Respuesta Remisién completa a las 4 | No Remisién completa a las 4
semanas semanas
Infiltracién a SNC Ausente Presente

Tabla 1: Clasificacion de riesgo de la LLA (1)

(Tomado de Guia de Referencia Répida: Leucemia linfobléstica aguda del adulto (Catalogo Maestro de Guias de Préctica Clinica:MSS-142-08 Consejo de Salubridad.
cenetec.salud.gob. 142_GPC_LEUCEMIA_LINFOBLASTICA/Imss_RR.pdf)

Asi mismo en las Ultimas 5 décadas, los resultados del tratamiento para la leucemia linfoblastica aguda infantil han
evolucionado a partir de una supervivencia media de 2 meses a partir del diagnostico a tasas de supervivencia general a
largo plazo de aproximadamente 80 %. No siendo asi en adultos ya que aunque ha mejorado en el mismo periodo, la
tasa de supervivencia general a largo plazo para los adultos es de sélo el 30 % a 40 % para los menores de 60 afios y
menos de 10 % para los mayores de 60 afios, estimandose con esto que cerca de la mitad de los adultos con LLA no

logran curacion de la enfermedad y mueren finalmente a causa de esta. (2)

Aunado a lo anterior a pesar que después de la terapia de primera linea, las tasas de remisiéon completa oscilan entre el
78 % y el 93 % en los ensayos clinicos recientes, un tercio de los pacientes con LLA de riesgo estandar y dos tercios de
los pacientes de alto riesgo recaen. Y aunque se logre una segunda remisién posterior a ello, la supervivencia a largo

plazo rara vez aumenta. (2)

Es por esto que se han generado mudiltiples estrategias para encontrar puntos de alarma en los primeros dias de
tratamiento para asi individualizar el manejo y tener mayores tasas de remision. Entre ellos se encuentran: la expresion

de genes de multiresistencia a drogas (primer punto), respuesta a esteroide en los primeros 8 dias de




tratamiento (segundo punto) y presencia de blastos en el aspirado de medula dsea en el dia 15 de tratamiento

(tercer punto)
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Fig. 1: Evolucion de factores prondsticos de leucemia linfoide aguda (3)
GENES DE MULTIRESISTENCIA A DROGAS

Los transportadores de farmacos son proteinas de membrana que median el flujo de salida y la absorcién de amplias
gamas de agentes terapéuticos. A través de los afios, ha sido cada vez mas evidente que estas proteinas son
importantes en la adsorcion, distribucion, metabolismo y excrecién de diversos farmacos. Dichos transportadores son
factores determinantes en la acumulaciéon del medicamento dentro de las células y sus actividades son a menudo
directamente relacionados con la eficacia terapéutica, toxicidad de los farmacos y las interacciones farmaco-farmaco. Asi
mismo estos transportadores se consideran como nuevas dianas para el disefio de farmacos y factores importantes para

la interpretacion de la diferencia interindividual en la respuesta a los mismos. (3)

Dentro de estos transportadores se encuentran los ABC (ATP-binding cassette), mismos que se encargan del transporte
activo primario requiriendo para esto la hidrélisis de ATP para el transporte del sustrato y regulan principalmente el flujo
de salida, y en nuestro caso en especifico la transferencia de farmacos fuera de las células. (3) Los miembros de la
familia ABC incluyendo la Glicoproteina P (P-gp / ABCB1), la proteina 1 asociada a resistencia a multiples farmacos
(MRP1 / ABCC1) y la proteina de resistencia al cancer de mama (BCRP / ABCG2) se han identificado como
determinantes clave para la farmacocinética y la Farmacodinamica de diversos medicamentos. (4) Demostrandose en
varias ocasiones mediante lineas celulares que la sobre expresion de P-gp, MRP1 y / 0 BCRP es uno de los principales

mecanismos responsables de la resistencia a multiples farmacos. (5)



La resistencia de las células tumorales a medicamentos citotoxicos, son un gran obstaculo en el tratamiento exitoso en
neoplasias de origen hematologico. Y como ya se menciono antes uno de los mas importantes determinantes de la

respuesta al tratamiento.

En cuanto a la experiencia en el hospital en relacién a la expresion de MDR. Balderas, C, en su tesis, Impacto clinico de
los niveles de expresion de los genes de resistencia a multidrogas (ABC-B1 Y ABC-G2) en pacientes con leucemia
linfoblastica aguda del Hospital General de México encontré una relacion estadisticamente significativa con la expresion
del gen ABCB1 y el logro de remision completa a las 4 semanas (p=0.32); con un peor comportamiento clinico (p=0.18);
y la refractariedad al tratamiento (p=0.032); y muerte (p=0.003), no siendo asi con La expresion del gen ABC G2 con el

cual no se encontrd asociacion significativa con ninguno de los parametros clinicos de la evolucién de la enfermedad. (6)

PROTEINA ABCB1 (GLICOPROTEINA 1/PgP/MDR1)

ABCB1 (Glicoproteina P o MDR1) es una proteina glicosilada codificada por el gen ABCB1, que se encuentra en el
cromosoma 7g21.12. Esta proteina actia como una bomba de flujo para farmacos dependiente de ATP y pertenece a la
superfamilia de los trasportadores ABC que incluye proteinas responsables del transporte de una amplia gama de
sustratos, tales como azucares, aminoacidos, péptidos, iones organicos, y varios compuestos hidréfobos y metabolicos.
Es una estructura en dos mitades homoélogas y simétricas, cada una compuesta por una region transmembrana que tiene
un dominio N-terminal, y una citoplasmatica que contiene dos sitios de unién a ATP, el dominio principal y el C — terminal

(fig. 1). La hidrélisis de ATP, da la energia necesaria para la translocacion de los sustratos a través de la membrana. (7)
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Fig. 2: Representacion esquematica de la proteina ABCB1 (4)

La proteina ABCB1 puede ser detectada en las células de los tejidos normales que participan en la absorcion fisiolégica
y la excrecién de varios compuestos, tales como higado, rifiones, placenta, barrera hematoencefalica y testiculos.
También se relaciona con procesos que implican la regulacion de la diferenciacion celular, la proliferacién, y la apoptosis,
bloqueando la activacion de la caspasa 8 y caspasa 3. Asi mismo estd implicada en la respuesta inflamatoria,
corroborado por estudios que muestran que algunas células del sistema inmune expresan constitutivamente ABCB1,

siendo relacionada con el transporte de citoquinas, tales como interleucina-2, interleucina-4, y el interferon-y. (7)

El gen de multiresistencia a drogas 1 (MDR1 o ABCB1), el cual codifica una glicoproteina transmembrana P (P-gp), que

tiene como principal accion la reduccion de la acumulacién del medicamento dentro de la célula mediante el transporte



activo fuera de ella, alterando el flujo de varios quimioterapéuticos utilizados de primera linea de tratamiento en LLA, esta
asociado frecuentemente a aquellas que son derivados naturales con compuestos hidrofobicos y anfipaticos como los
alcaloides de la vinca (vinorelbina, vincristina, vinblastina), antraciclinas (doxorubicina, daunorubicina, epirubicina),

epipodofilotoxinas (etoposido, teniposido), topotecan, dactinomicina y mitomicina C. (7)

PROTEINA DE RESISTENCIA AL CANCER DE MAMA (BCRP/ABCG2)

Es una proteina de 655 aminoéacidos, codificada por el gen ABCG2 que es codificado en el cromosoma 4 (4g22). Es
también conocida como el transportador de la placenta o proteina de resistencia a mitoxantrona. ABCG2 es un
transportador con un segmento transmembrana C-terminal y un sitio de union a ATP N-terminal. La formacién de homo o
heterodimeros con puentes de enlaces disulfuro es esencial para su funcién como un transportador activo. Esta proteina

se expresa en el tracto gastrointestinal, higado, placenta, rifién y barrera hematoencefalica.

El ABCG2 fue identificado por primera vez como el mediador de la resistencia adquirida a la adriamicina (doxorrubicina)
mediante una linea celular seleccionada de cancer de mama. Es capaz de transportar una amplia gama de sustratos,
incluyendo importantes agentes quimioterapéuticos tales como mitoxantrona, metotrexato, el topotecan e irinotecan,
epipodofilotoxinas, y la doxorrubicina (aunque se requiere una forma mutada de ABCG2 para el transporte de
antraciclina). Ademas de los agentes citotoxicos convencionales, varios agentes dirigidos también son sustratos ABCG2,
incluyendo los inhibidores de tirosina quinasa imatinib, y nilotinib. Por lo anterior se ha observado que la expresion de
ABCG2 se ha asociado con pobres respuestas en la leucemia mieloide aguda (AML), asi como una variedad de otros

tipos de cancer, incluyendo leucemia linfoblastica aguda (LLA), el cancer de mama y el de pulmon.

En muchos casos, sin embargo, estas asociaciones son evidentes a pesar del uso limitado o incluso la ausencia de las
drogas que son sustrato del ABCG2 en el tratamiento de estos pacientes, que lleva a pensar que ABCG2 puede ser un
marcador de la quimiorresistencia en lugar de un contribuyente directo a este fenotipo. En este sentido, la expresion
ABCG2 se observa con frecuencia en las poblaciones de células tumorales con mayor capacidad de auto-renovacion y
con potencial tumorigénico, lo que sugiere que la inhibicion de ABCG2 puede ser un blanco terapéutico para las células

madres hematopoyéticas. (9)
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Fig. 3: Representacion esquematica de los genes implicados en la quimiorresistencia debido a una reduccion en las concentraciones intracelulares de los

medicamentos (9)



Varios estudios han demostrado que la multidrogoresistencia (MDR) intrinseca puede surgir como resultado de perfiles
especificos de expresion génica. Por ejemplo, el aumento de la expresion de MDR (ABCB1y ABCG2) se asoci6 con
peores tasas de supervivencia global (OS) en un estudio de perfiles de expresion génica en adultos con leucemia
mieloide aguda (LMA). La expresion elevada de P-gp se identifico con mas frecuencia entre los pacientes mayores con

LMA, lo que refleja la mayor resistencia a la terapia y el peor prondstico observado en dichos pacientes. (10)

Otro ejemplo de ello se observa en el estudio realizado en el Hospital General de México acerca de la expresion de los
genes multidrogoresistentes en la poblacion atendida en la institucién en el cual no se encontré asociacion entre los
niveles de expresion de ABCG2 y los pardmetros de mal pronéstico al diagnéstico. Por el contrario la alta expresién del
gen ABCB1, demostré un descenso en la supervivencia de 40 meses, en comparacion con aquellos que tenian
expresion baja, 21.8% Vs. 100%, siendo esto gracias a la respuesta al tratamiento. (11)

Lo anterior es corroborado por estudios previos como el realizado por M. Kourti y cols. Quienes encontraron en su
estudio que la expresion de ABCB1, tiene una influencia significativa en los resultados del tratamiento, con una
supervivencia libre de enfermedad del 86.67% para aquellos con baja expresiéon y 55.56% para aquellos con alta
expresion. Asi mismo demostraron que la alta expresion al diagnostico de dicho gen se asociaba a recaida o a la

incapacidad de integrar remision a los 30 dias de tratamiento. (12)

Estudios previos de Jamroziak et al. y Stanulla et al. reportaron mejor supervivencia libre de enfermedad y menor tasa
de recaida a sistema nervioso central asociada con el alelo ABCB1 T 3435 en LLA infantil. No siendo asi en los
pacientes adultos que presentaban dicho polimorfismo demostrado por Efferth et al. y Jamroziak et al. Respectivamente
en sus publicaciones. Por otro lado Ceppi y cols. observaron que el genotipo ABCB1 3435TT tenia menor supervivencia
libre de enfermedad en la cohorte estudiada, mediante un analisis uni y multivariado. Sin embargo, el fracaso de replicar
posteriormente este hallazgo en un conjunto de pacientes ha generado argumentos en contra del papel de este
polimorfismo en la modulacién de todos los resultados. Erdélyi et al. examinaron la asociacién de los polimorfismos
funcionales de ABCB con los efectos secundarios agudos de la quimioterapia en 138 nifios Hingaros tratados con el
protocolo ALL-BFM-95. Una mayor proporcion de pacientes que expresaban el genotipo ABCB1 3435TT presentaron

complicaciones infecciosas. (13,14,15,16,17,18)

En un estudio reciente en 522 nifios con LLA, Gregers et al. exploraron el impacto de los polimorfismos ABCB1 sobre los
riesgos de recaida y toxicidad, demostrando que las variantes genéticas de este, se asociaron con el resultado en la
LLA infantil. En los pacientes de alto riesgo que eran portadores de la variante GA 1199, se observd una tasa de recaida
mayor al 60%, llegando a la conclusién que la presencia de dicho polimorfismo podria ser un marcador predictivo del
resultado en la LLA infantil, y deberian ser controlados con mayor frecuencia. (19)

Como ya se menciono antes el gen ABCB1 participa en el transporte de la vincristina, siendo estudiado por Ceppi y

colaboradores, demostrando que las variantes en ABCB1 se asocian no solo con neurotoxicidad durante el tratamiento,
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sino que también se informé que expresion de ABCB1 estaba asociadas con un mayor riesgo de recaida en los
pacientes con LLA infantil. (17)

RESPUESTA A ESTEROIDE

La pronta reduccion de la carga tumoral es de gran importancia para la prediccion del resultado del tratamiento en
tumores solidos y hematolégicos. En 1983, el Grupo de estudio Berlin-Frankfurt-Munster (BFM) inici6 a evaluar la
respuesta temprana a la prednisona como un factor predictivo de los resultados del tratamiento mediante la medicién del
recuento de blastos periféricos en el dia 8 de tratamiento, siendo este uno de los factores pronosticos independientes

mas importantes de respuesta. (20)

Los glucocorticoides (GCS) causan la muerte celular masiva y la detencién del ciclo celular en células malignas de
estirpe linfoide por lo que estan incluidas en casi todos los protocolos de tratamiento para neoplasias linfoides,
especialmente la leucemia linfoblastica aguda. Su efecto se ejerce a través de su receptor afin, el receptor GC (GR,
codificada por el gen NR3C1), que es un factor de trascripcion de la familia del receptor nuclear, activado por un ligando
de dedos de zinc, el cual rapidamente se trasloca dentro del nucleo y modula la expresion del gen objetivo ya sea
mediante la union a los elementos de respuesta a glucocorticoides que son elementos de los genes
promotores/potencializadores o bien mediante factores de trascripcion que interactian proteina/proteina. (2). Ademas de
lo anterior, después de la union a glucocorticoides en el citoplasma, pueden permanecer en forma monomérica y reprimir
la actividad de factores de transcripcion tales como activacion de la proteina-1 (AP-1) o factor nuclear kappa B (NF-kB),
ambos procesos inhiben la produccién de citoquinas, alteran la expresién de diferentes oncogenes, e inducen arresto

del ciclo celular y la apoptosis. (21)

Fig. 4: Representacion de la sefial de activacion de los Glucocorticoides (20)

In vivo e in vitro la resistencia a glucocorticoides es un factor pronéstico adverso en la LLA, y varios mecanismos han
sido reportados. La exposicidn de glucocorticoides induce sobre regulacién de sus receptores en las células de la LLA y

aproximadamente la mitad de los 51 genes de respuesta han sido vinculados funcionalmente a 3 vias principales: la
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proliferacién celular y la supervivencia (vias de MAPK), la via de sefializacion de factor nuclear kappa B y el metabolismo
de la glucosa. La resistencia a glucocorticoides se ha asociado con la regulacion de genes implicados en el metabolismo
y el aumento del consumo. Los glucocorticoides también producen la liberacién de calcio desde el reticulo endoplasmico
en el citoplasma, llevando al aumento de calcio mitocondrial mismo que induce la liberacién de citocromo ¢ y
desencadena la apoptosis. La expresién elevada de proteinas de unién a calcio S100A8 y S100A9 y del Bcl-2 inhiben las
sefales del calcio en el citoplasma y en la mitocondria, respectivamente, generando con esto la resistencia a

glucocorticoides. (22)

El tratamiento de la LLA, incluye el uso de glucocorticoides sintéticos, casi siempre prednisolona (metabolito activo de la
prednisona), pero también dexametasona, durante varias fases del tratamiento en combinacién con la quimioterapia,

resultando en una tasa de curacion en nifios de hasta el 90%, sin tener datos aun en protocolo en adultos.

De la experiencia del Hospital en cuanto a la respuesta a esteroides, cuando se valoro la respuesta al esquema
institucional HGMLAL 2007, se encontr6 una respuesta favorable a esteroides en 19 pacientes (27% de los casos) (tabla.
2), y al analizar el valor prondstico de la respuesta sobre la supervivencia de los pacientes no se encontré una diferencia

estadisticamente significativa (p = 0.923). (23)

Tabla 2. Tasa de respuesta temprana a esteroides (RTE) y acorde con
la cifra inicial de leucocitos

Cuenta inicial de leucocitos ( x 10°/1) Porcentaje
de respuestas
Respuesta global 27%
1.0-30.0x 109/L 48%
30.0-100.0x 109/L 8.6%
>100.0 x 109/L 15.0%

RESPUSTA AL DIA 8 DE TRATAMIENTO

Ya desde 1970, el Cancer Study Group Infantil (CCG) comenzé a evaluar la respuesta temprana de la médula 6sea
durante el tratamiento de induccion con multiples agentes y demostrd el valor predictivo de dicha respuesta en términos

remision y resultado final. (20)

Esto se confirma en el estudio Risk and response based classification of childhood B-precursor acute
lymphoblastic leukemia: a combined analysis of prognostic markers from the Pediatric Oncology Group (POG)
and Children’s Cancer Group (CCG) (12), realizado por Kirk R. Schultz. Y colaboradores, donde analizaron la
respuesta de los pacientes con LLA de precursores B (la mayoria de nuestros pacientes), de riesgo estandar y de riesgo
alto, por medio de la evaluacion de la medula osea en el dia 7 o en el dia 14 si no habia habido respuesta en el dia 7
(casi la 2 de los pacientes). Evidenciando que los pacientes de alto riesgo mostraron una respuesta temprana lenta tanto
en el dia 7 como en el dia 14, con reporte de mas de 25% de blastos (M3) al dia 7 o de 5% a mas del 25% (M2/M3) al dia
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14, a pesar que los pacientes que no habian tenido respuesta al dia 7 se habian cambiado a tratamiento intensivo.
Siendo similar la respuesta en los pacientes de riesgo estandar que tuvieron respuesta temprana lenta (M3) al dia 14,
con peores resultados que aquellos que tuvieron respuesta temprana, con una supervivencia libre de enfermedad a 5
afios de 66.5% Vs 84.8% respectivamente. (20)

El Grupo St Jude total Therapy Study mostro que aunque fueran porcentajes pequefios de blastos (1 —4%) en el dia 15y
en el dia 22 a 25 de la induccion esto se asociaba a una pobre respuesta para la supervivencia libre de enfermedad a 5
afios en comparacién con aquellos con blastos no detectable (40+/-6% vs 78 +/-2%) (20)

ESQUEMAS DE TRATAMIENTO

El esquema inicial utilizado en la institucion desde el 2007 ha sido el HGM LALO7, el cual se explica en la tabla 3 (14).

Mismo con el cual iniciarian los pacientes al momento del diagnostico.

HGM LAL07 | HGM LALO09
INDUCCION A LA REMISION (FASE I)
DAUNORRUBICINA  gomgim2 v 1,8,15 1,2,3
VINCRISTINA 15mgm2 IV 1,18,1522 1,18,15,22
PREDNISONA 60 mgm2 IV 1al28 1al28
CITARABINA 40mg T 1,181522 1,18,15,22
DEXAMETASONA 8mg T 1,181522 1,18,15,22
METOTREXATE 15mg T 1,18,1522 1,18,15,22

Tabla 3: Protocolo institucional HGM para el tratamiento de la leucemia linfoide del adulto

En cuanto al esquema de alta intensidad se utilizaria, como esquema de salvamento al encontrar los tres puntos de
alarma en los primeros 15 dias seria el HyperCVAD el cual se compone de 8 ciclos distribuidos de la siguiente manera:
Ciclos 1, 3, 5y 7 con Ciclofosfamida 300 mg/m2 cada 12 horas por 6 dosis + Mesna 600 mg/m2 por 3 dias. Vincristina 2
mg los dias 4 y 11 de tratamiento. Doxorrubicina 50 mg/m2 en el dia 4 Y dexametasona 40 mg los dias 1 al 4y 11 al 14
de tratamiento. En los ciclos 2, 4, 6 y 8, Metotrexate 1 gr en el primer dia y Citarabina a 3 gr/m2 cada 12 horas los dias 2
y 3 de tratamiento. Metilprednisolona 50 mg cada 12 horas durante los 3 dias. Teniendo en cuenta que se debe realizar
en este ciclo los rescates con acido folinico a las 12 horas de terminada la infusion de Metotrexate a razon de 15 mg. Los

ciclos se daran cada 3 a 4 semanas (24)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En 2015, se registraron 6.250 nuevos casos de LLA y 1450 muertes en los Estados Unidos, teniendo una incidencia de
1,5 casos por cada 100.000 personas, con 2 picos de edad, el primero de los 2 a los 5 afios y el segundo a los 65 afios,
con una razén hombre / mujer de 1,2: 1.0. Las tasas globales de curacion para la enfermedad en adultos han sido del
30% al 40% en los paises desarrollados, disminuyendo a menos del 20% en pacientes mayores de 45 afios. Esto
contrasta con la supervivencia global a 5 afios del 90% para los pacientes pediatricos con LLA. Por lo que el tratamiento
de la LLA en los adultos en gran medida se ha basado en la adaptacion de los regimenes utilizados en dicha poblacion.
Sin embargo, las tasas de éxito han sido considerablemente méas bajos que en los nifios. Esto podria ser debido a la

variabilidad bioldgica inherente de los clones leucémicos y los factores clinicos relacionados con la edad. (25)

Esta resistencia también se debe a la expresion de genes multidrogoresistentes los cuales contribuyen al fracaso
terapéutico en varias neoplasias hematologicas principalmente cuando son tratadas con regimenes que contienen
antraciclicos, alcaloides de la vinca o epipodofilinas los cuales son modulados en su concentracion intracelular por la
glucoproteina p 170 producto del gen MDR-1. Las células leucémicas resistentes a la quimioterapia de induccion
conducen a refractariedad de la enfermedad o recaida y en Ultima instancia a la muerte temprana del paciente. (26)

Siendo esto relevante ya que nuestro esquema de primera linea utiliza tanto antraciclicos como alcaloides de la vinca.

Una respuesta lenta o retardada a la quimioterapia de induccion se ha definido en 3 formas: como la persistencia de los
blastos periféricos después de 7 dias de tratamiento, es decir la resistencia a los esteroides; persistencia de blastos en la
médula ésea después de 7, 14, o 21 dias de quimioterapia de induccién, o quimiorresistencia; y enfermedad minima
residual (EMR) positiva, determinado por técnicas sofisticadas después de la finalizacién del tratamiento de induccion. La
determinacion de la persistencia de blastos en sangre periférica es simple, es minimamente invasivo, y se ha
correlacionado con el resultado de la enfermedad en varios estudios. La mayoria de los estudios han establecido puntos
de corte a 1.000 / mcl en el recuento de blastos. Sin embargo, este punto de corte no es Util para los pacientes con
recuentos periféricos de menos de 1000 / mcl al momento del diagndstico. Ademas, el conteo de blastos en la sangre
periférica puede no estar correlacionado con los porcentajes de blastos en la médula, especialmente en las leucemias de
linaje B. Por el contrario, la deteccion de EMR mediante marcadores inmunolégicos de la superficie celular o
marcadores moleculares es muy sensible, pero puede ser problematica debido a que faltan marcadores y técnicas
complejas y costosas. Por otra parte, la evaluacidon de los blastos de la médula 6sea es mucho mas facil y refleja
eficazmente la respuesta temprana a distintas combinaciones de farmacos citorreductores. Sin embargo, este
procedimiento depende de la calidad de la médula muestreada, la heterogeneidad de los sitios de la enfermedad activa
en la médula, y la experiencia de los examinadores y no refleja correctamente la actividad de la enfermedad si existe una

carga tumoral extramedular. (27)

Por lo anterior se ha decido disefiar un esquema en el cual se combinen todos los factores de riesgo antes mencionados:

Presencia de genes multidrogoresistentes, respuesta a esteroides y la desaparicién de blastos posterior a 15 dias de
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tratamiento, para asi poder establecer cuales de los pacientes se beneficiarian en el cambio de esquema antes de
terminar las 5 semanas del esquema institucional ya establecido LAL 2007, de induccién a la remision, ya que la
experiencia registrada en el Hospital, donde Ramos y cols. Al evaluar la respuesta obtenida con el dicho esquema en 72
pacientes con leucemia linfoblastica aguda de novo, el porcentaje de remisiones completas fue del 68% con una
mortalidad temprana del 22%, y una supervivencia a 430 dias del 58%. Y alrededor del 30-50% de los pacientes

mostraron recaida a nivel de médula ésea. (22)

Se espera que al combinar no solo los factores de riesgo ya establecido al diagnostico como son edad, conteo de
leucocitos iniciales, presencia de infiltracion a sistema nervioso central o alteraciones genéticas, a estos tres puntos de
alarma, se podra llegar a tasas mas altas de remision y supervivencia libre de enfermedad, similares a los encontrados

en esquemas pediatricos, mismos que cuentan con mas estudios, ya que la literatura en poblacién adulta es escaza.
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JUSTIFICACION

La estratificacion temprana de los pacientes con diferentes pronosticos desde el inicio del tratamiento provee la
oportunidad de disefiar un esquema de acuerdo a las caracteristicas de cada paciente, no solo para intensificar el
enfoque terapéutico en aquellos con alto riesgo de recaida, sin también evitar la exposicion excesiva a citotoxicidad

cuando la remision se puede lograr con tratamientos menos intensivos. (2)

La actividad del (P-gp) ha demostrado tener una significancia pronostica en los pacientes con leucemia mieloide aguda
en adultos y de menor relevancia en nifios, sin embargo esta relacion no ha sido bien demostrada en pacientes con LLA.
(1). Sin embargo el estudio realizado por Stuart S. Winter y colaboradores en el cual se desarrollo una linea celular
resistente a la vincristina se encontré que las LLA de estirpe T adquieren resistencia a través de MRP1 y que dicha
resistencia es diferente a la generada por MDR1. Asi mismo encontraron que la sobre expresién intrinseca de estos dos

genes era predictivo de fracaso para la induccién a la remision. (6)

Evidencia indica que la expresion del gen MDR1 contribuye a la resistencia de las células de leucemia frente a los
agentes antineoplasicos. En este contexto, los estudios han demostrado que los pacientes con leucemia mieloide aguda
(LMA) y leucemia linfoblastica aguda (LLA) que no sobre expresan la proteina MDR1 en sus células tienen una tasa de
remision completa después del tratamiento de induccion de 89% y 93 %, respectivamente. Por otro lado, esta tasa se

redujo a 53% y el 56% en los pacientes con LMA y LLA, respectivamente, que sobre expresaban dicha proteina. (6)

Es por esto su identificacion seria importante para la individualizacién de dichos pacientes y cambio en el esquema de
induccion a la remisidn ya que el esquema institucional (LAL 2007) se basa en la aplicacion semanal de Vincristina.

En cuanto a la respuesta a prednisona definida como la disminucién de blastos en sangre periférica menor a 1000 por
micro litro, se puede ver su importancia en el estudio realizado por A. Maticke y cols. En el cual la respuesta fue
evaluada en 1431 pacientes de los en la que se vio que el 90.2% (1280) tenian buena respuesta y 9.8% (139) tenian
pobre respuesta, y durante su seguimiento la supervivencia libre de enfermedad a 8 afios fue de 81.3 +7- 0.9% para
aquellos con buena respuesta y de 55.1 +/- 3.7% para los de pobre respuesta con una p < 0.001. Asi mismo en este
estudio se evaluo la respuesta con el resultado de aspirado de medula osea en el dia 15 de tratamiento encontrando que
61.5% (880), tenian un M1, 25.5% (365), tenian un M2 y 13% (186), tenian un M3, con una supervivencia libre de
enfermedad a 8 afios de 86.1 +/- 1.2%, 74.5 +/- 2.3% y 46.6 +/-3.7% respectivamente. (20) Demostrando con esto que

estos dos puntos tambien son importantes en cuanto a la decisién teraputica de los pacientes.

Es entonces relevante tener varios puntos para predecir la respuesta a largo plazo de los paciente, ya que con esto no
solo se disminuye la citotoxicidad secundaria a la quimioterapia al dar tratamiento menos intensivo a aquellos que no

tienen ninguno de ellos y por el contrario cambiar a esquemas mas fuertes en aquellos en los que se tengan estas
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caracteristicas, ya que asi se aumentaria la tasa de remision y se optimizarian recursos al no utilizar medicamentos que

sabriamos no harian efecto como seria en el caso de encontrar genes multidrogoresistentes.

17



HIPOTESIS

Si se encuentran 3 puntos de alerta en los primeros 15 dias para refractariedad al esquema de induccion a la remision en
pacientes diagnosticados con leucemia linfoide aguda (respuesta a esteroide, presencia de gen MDR y disminucion de
los blastos al dia +8 en aspirado de medula osea), entonces se podra predecir cuales de ellos se beneficiarian de terapia

de alta intensidad desde el inicio (HyperCVAD).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

B Determinar la expresion de los genes ABCB1 y ABCG2, respuesta a esteroides y la disminucion del conteo de
blastos como factores de riesgo de mal pronostico en los pacientes adultos diagnosticados con leucemia
linfoide aguda y la probabilidad de refractariedad a tratamiento diagnosticados en el Servicio de Hematologia

del Hospital general de México, desde octubre del 2016 hasta febrero del 2017

OBJETIVOS ESPECIFICOS

B Determinar la presencia de los ABCB1 y ABCG2 en pacientes con diagnostico de Novo de Leucemia Linfoide
Aguda en el aspirado de medula dsea inicial

B Determinar la respuesta al tratamiento inicial de esteroides a los 7 dias de iniciado el tratamiento mediante la
ausencia de blastos en sangre periférica.

B Determinar la respuesta al manejo quimioterapéutico inicial durante los primeros 15 dias medias la disminucion

del conteo de blastos en medula dsea de control
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METODOLOGIA

v' Tipoy disefio del estudio. Estudio de prospectivo, longitudinal, experimental y analitico.

v' Poblacion. Pacientes mayores de 18 afios con diagnéstico de novo de leucemia linfoide aguda en el servicio de
Hematologia del Hospital General de México durante octubre del 2016 hasta marzo del 2017, que acepten participar
mediante consentimiento informado.

v Periodo. Octubre 2016 a Febrero del 2017

v/ Tamaiio de la muestra. No requerido se analizaran los datos de todos los pacientes diagnosticados durante el
periodo de tiempo establecido

v’ Criterios de inclusion.

*  Mayores de 18 afios

*  Que cumplan con la totalidad del tratamiento establecido

* Diagnostico de leucemia confirmado por medio de aspirado de médula 6sea, de acuerdo a la definicién
dada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), es decir 20% de blastos en aspirado de médula
6sea o extendido de sangre periferica, diferenciando entre mieloide y linfoide de acurdo al linaje de célula
encontrada.

v’ Criterios de exclusion.

»  Defuncién previo a la toma de las 3 muestras
*  Expediente clinico incompleto
v Criterios de eliminacion.
«  Comorbilidades asociadas
e No tener la toma de las 3 muestras requeridas para establecer los puntos de riesgo
e Abandono de tratamiento

e Incumplimiento al tratamiento

v Definicion de las variables a evaluar y forma de medirlas.
* VARIABLE DEPENDIENTE: Respuesta al tratamiento
e VARIABLES INDEPENDIENTES:
1. Expresion de los genes ABCB1y ABCG2 al diagnostico
2. Respuesta a esteroide en los primeros 7 dias de tratamiento

3. Respuesta a quimioterapia durante los primeros 15 dias de tratamiento

VARIABLE DEFINICION TIPO DE VARIABLE UNIDADES DE MEDICION
PRESENCIA DE MENOS DE 1000 BLASTOS EN SANGRE Cualitativa Presente
RESPUESTA A ESTEROIDE

PERIFERICAEN EL DIA 0 Nominal Dicotomica Ausente

PRESENCIA DE GENES EXPRESION DE MDR DEFINIDA POR PCR EN TIEMPO REAL Cuantitativa Negativo
MULTIDROGRORESISTENCIA (ABCB1Y Continua Expresion baja
ABCG2) Expresion alta

PRESENCIA DE BLASTOS EN MEDULA OSEA | DISMINUCION DEL CONTEO DE BLASTOS EN EL DIA +8 A Cualitativa Presente
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AL DIA +8 MENOS DEL 50% DEL DIAGNOSTICO Nominal Dicotomica Ausente
I CUENTA CON LOS 3 FACTORES DE RIESGO ANTES MENCIONADO Cualitativa Presente
RIESGO
Nominal Dicotomica Ausente
PACIENTES QUE AL FINAL DEL TRATAMIENTO TIENES MENOS DE 5% DE BLASTOS EN Cualitativa Presente
RESPUESTA AL TRATAMIENTO
MEDULA OSEA Nominal Dicotomica Ausente
INFILTRACION A SISTEMA NERVIOSO PRESENCIA DE MAS DE 5 BLASTOS EN LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO Cualitativa Presente
CENTRAL Nominal dicotomica Ausente
EDAD CUMPLIDA EN AROS AL DIAGNOSTICO Cualitativa Menor de 35 afios
EDAD
Nominal dicotomica Mayor a 35 afios
TRASLOCACION 6:22 Cualitativa Presente
PRESENCIA DE ROMPIMIENTO MENOR
Nominal Dicotomica Ausente

Tabla 4: Definicion de Variables

v" Procedimiento.

MDR BLASTOS

; VALORACION DE
DIAGNOSTICO ESQUEMA DE

DEL PACIENTE QUIMIOTERAPIA
PREINDUCCION INDUCCION
TERMINO DE

PREINDUCCION

BH

SECUENCIA DE LA TOMA DE MUESTRAS

v' Andlisis de expresion de los genes ABC por tiempo real

a)

Separacion de células mononucleares: Se colectaron muestras de medula ésea de los pacientes

diagnosticados con leucemia linfoide aguda, usando una jeringa previamente heparinizada para evitar la
coagulacién. Las muestras obtenidas se mezclaron a una proporcion 1:1 suavemente con solucion de
fosfatos (PBS 1X). Una vez homogenizada se emple6 Ficoll-Hypaque (Lymphoprep, Nycomed Pharmacia
AS Oslo, Norway) utilizando aproximadamente 1/3 del volumen total de sangre. Las muestras se
centrifugaron a 1500 g por 30 minutos a una temperatura de 4°C. Posteriormente se observaran las
interfases de sangre, ficoll, mononucleares y plasma y se separaran las células mononucleares con pipeta

Pasteur. Se centrifugaran a 2500 g durante 10 minutos. Las células fueron almacenadas a -85 °C hasta

Su uso.

Extraccion de RNA: El RNA total se aislé de las células mononucleares obtenidas de los pacientes con

leucemia linfoide aguda asi como de las lineas celulares mediante el uso de Trizol® (Invitrogen, Life
Technologies Carlsbad, CA) de acuerdo a las recomendaciones del proveedor. Se homogenizé el paquete
celular con 1ml de Trizol® y se incubd la muestra durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se le
adiciono 0.2 ml de cloroformo y se agitdé durante 15 segundos centrifugando a 12,000 g durante 15
minutos a 4° C. Después de la centrifugacion se observaron tres fases: En la parte inferior rojo (Trizol); en

la intermedia blanco (DNA y proteinas) y en la superior (RNA). Se recuperé esta Ultima y se procedio a la
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precipitacion con isopropanol incubando a -20°C durante 15 minutos, repitiendo las condiciones de
centrifugacion. El pellet se lavo con etanol al 75% y se re suspendi6 en agua con DPEC. Para linealizar el
RNA se incubd a 70°C durante 10 minutos.

c) Sintesis de cDNA: EI cDNA de los pacientes, se sintetizo a partir de 2500 ng de RNA total a su volumen
final de 25 ul. EI RNA se mezcld con 1 ul de Oligo dT (PROMEGA, Madison WI, USA) y el volumen
correspondiente de Agua Inyectable; se incub6 a 70°C/10°". Luego se afiadi6 6 wl de buffer 5x (250 mM
Trish — HCL, pH 8.4, 500 mM kcl, 25 mM MgCI2, 10 mM DTT) (PROMEGA, Madison WI, USA), 3 MCL DE
dNTPs 10 mM (Invitrogen, Life Technologies Carlsbad, CA) 1 ul de transcriptasa reversa MML-V (200
U/ul) (PROMEGA, Madison WI, USA). Incubando a 37 °C/50". La enzima MML-V se inactivé incubando la
muestra a 70 °C/10".

d) Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real : Se midieron los niveles de expresion de mRNA de
los genes ABCB1 (Hs01069047), ABCG2 (Hs0105379) y gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH; Hs00985689) usando el ensayo de expresion génica TagMan® (Applied Biosystems, Foster

City, CA, EUA). El gen GAPDH se usd como un control enddgeno, y cada muestra se analiz por
triplicado. Los niveles de expresion relativa se calcularon utilizando el método 2-AACt con médula 6sea
como calibrador. Los puntos de corte de alta y baja expresion se determinaron por los valores medios

observados en donantes sanos. (11)

v' Andlisis estadistico. Estadistica; No paramétrica Xi cuadrada, analisis de regresién de Cox, curva de
supervivencia de kapplan meyer, con log Rank test. Analisis de riesgo relativo y estadistica no paramétrica
Significancia estadistica: Prefijada en p <0.05 con un intervalo de confianza del 95%.
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RESULTADOS

Se estudiaron un total de 58 pacientes, en su mayoria del género masculino (n=36, 62%). La media de edad de todos
los pacientes fue de 33 afios (rango 17- 68 afios) siendo ligeramente mayor en el género femenino (35 afios v 31 afios)
pero sin mostrarse una diferencia significativa (p= 0.234, 95% IC). De manera inicial todos los pacientes se les
administro la terapia de induccion a la remisién en conjunto con un pre-tratamiento con dosis progresivas de esteroides
para valorar la respuesta favorable a estos. Para considerar el tipo de riesgo clinico se evalud tanto el corte de edad
(mayor de 35 afios), la cuenta de leucocitos (>30 x 103mcl), la presencia de BCR:ABL1 y la infiltracion al SNC al
momento del diagndstico. La expresion del oncogen BCR:ABL1 fue del 3.4% (n=2), semejante a la infiltracion al SNC al
momento del diagnostico (n=2). La frecuencia de los diferentes factores se describen en la TABLA 4. En cuanto a los
puntos de riesgo se evalu6 inicialmente la expresion de la Glicoproteina-p (ABCB1) dividiendo a los pacientes acorde a
los diferentes tipos de expresion. En su mayoria la expresion fue clasificada como baja (n=20, 34.5%), seguido de la
expresion ausente (n=20, 34.5%) y la expresion alta (n=18, 31%). También se midié la expresién de ABCG2 clasificando
a los pacientes semejante a lo realizado para ABCB1, pero a diferencia de este la mayoria se clasifico como de
expresion negativa (n=33, 56.9%), seguido de la expresion elevada (n=13, 22.4%). En caso de mostrar una expresion
elevada de cualquiera de los dos transportadores (ABCB1 o ABCG2) se considerd como un factor de riesgo. La
respuesta favorable a los esteroides (< 1000 x 103/mcl Blastos al final del Pre-tratamiento) se consideré como el
segundo punto de riesgo, esta se presentd en un 58.6% de los casos (n=34) y su ausencia se consideré como un factor
de riesgo (n=24, 41.4%). El resultado de la presencia de Blastos en Médula ¢sea en el dia +8 de tratamiento (posterior
a la dosis de Daunorrubicina y Vincristina) se consideré como el Gltimo punto de riesgo, alrededor de un 58.6% (n=34)
persistia con Blastos posterior al primer ciclo de tratamiento, considerandose este como un factor de riesgo de falla al

esquema de induccion a la remision. (TABLA 5)

VARIABLES CLINICAS n= (%)

VARIABLES CLASICAS DE RIESGO
Género

Masculino 36 (62%)

Femenino 22 (38%)
Leucocitos (x 103/mcl) 46.49 (1.3 - 443.8)

> 30 x 103/mcl 24 (41.4%)

<30 x 103/mcl 34 (58.6%)
Edad (afios) 33 (17 - 68 afios)

>35 afios 24 (41.4%)

<35 afios 34 (58.6%)
Infiltracion al SNC al diagnéstico

Presente 2(34)

Ausente 56 (96.6)
Expresion del oncogen BCR:ABL1

Presente 2(3.4)

Ausente 56 (96.6)
Alteraciones citogenéticas

Cariotipo normal 48 (82.8)

Cariotipo no valorable 09 (15.5)

Hiperdiploidia 01(01.7)
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VARIABLES INCLUIDAS EN EL NUEVO MODELO

ABCB1 (Punto Numero 1)

Expresion baja 20 (34.5)
Expresion alta (1 punto) 18 (31.0)
Negativo 20 (34.5)

ABCG2(Punto Numero 1)

Expresion baja 12 (20.6)
Expresion alta (1 punto) 13(22.4)
Negativo 33(56.8)

Respuesta Favorable a esteroides (Punto Niimero 2)
Presente 34 (58.6)
Ausente (1 punto) 24 (41.4)

Presencia de Blastos en MO al dia +8 (Punto Niimero 3)
Ausencia de Blastos 30 (51.7)

Falla terapéutica (1 punto) 34 (58,6)

GRUPOS DE RIESGO ACORDE AL PUNTAJE

0 Puntos 04 (6.9)

1 punto 13(22.4)
2 puntos 13(22.4)
3 puntos 28 (48.3)

Tabla 5: Frecuencia de las diferentes variables clinicas

En cuento a los factores de riesgo tradicionales, se encontraron 24 pacientes mayores de 35 afios de los cuales el 50%
(n=12) alcanzaron remision completa, en cuento a los leucocitos mayores a 30.000 se encontraron 22 pacientes, de
estos el 50% (n=11) de la misma manera alcanzaron remision completa. De los 2 pacientes que tenian positiva la t 9;22
ambos alcanzaron remision completa. Solo 2 pacientes contaban con infiltracion a sistema nervioso central, solo 1
alcanz6 remision complea. En total 37 pacientes contaban con criterios de alto riesgo alcanzando remision completa el

57% (n= 21) de estos, siendo estos porcentajes ninguno estadisticamente significativo.

Por otro lado en cuanto los puntos de riesgo evaluados para este estudio se encotrro que 4 pacientes no contaban con
puntos de riesgo alcanzando estos el 100% remision. Trece pacientes contaban con 1 solo punto de riesgo, de estos el
87% (n=11) alcanzaron remision. En cuanto a los que contaban con 2 puntos, se encontraron 13 pacientes, de estos el
54%, (n=7) alcanzaron remision. Y aquellos que contaban con los 3 puntos de riesgo fueron 28 pacientes integrando
remision el 39% (n=11), observandose un descenso en el porcentaje de remision, inversamente proporcional al numero
de factores de riesgo encontrados, aunque ninguno de ellos estadisticamente significativo. Pero al estratificar el riesgo de
acuerdo al numero de puntos como alto a aquellos que solo contaban con 2 o 3 puntos si se encontrd una relacion

directa con el porcentaje de remision disminuyendo este a 39% (n=11) con una p de 0.010.

Al analizar por separado cada uno de los puntos de riesgo 28 pacientes contaban con blastos en el aspirado de medula
osea al dia 8 de tratamiento integrando remision completa solo el 36% (n=10) de estos con siendo este un factor
pronostico importante con una p de 0.0002. En cuanto a la expresion elevada de genes multidrogoresistentes al
diagnostico se encontraron 38 pacientes con expresion elevada de ABCB1, 50 % (n=19) de ellos alcanzando remision

completa. 46 pacientes contaban con expresion elevada de ABCG2, 54% (n=25) alcanzaron remison completa, ninguno
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de estos teniendo una relacion significativa en el resultado final. Por Ultimo la ausencia de respuesta favorable a
esteroides se encontro en 24 pacientes, de estos solo el 37% (n=9) alcanzaron remision completa, siendo esta

igualmente una asociacion desfavorable para alcanzar respuesta al tratamiento con una p de 0.014. (TABLA 6)

VARIABLES INDUCCION A LA REMISION
RC Falla OR Valor de p
Edad >35 afios 12 (50%) 12 (50%) | 1.6154 (0.56-4.65) 0.374
Leucocitos > 30 x 103/mcl 11 (50%) 11(50%) | 1.5714 (0.53-4.58) 0.408
BCR:ABL1 02(100%) | 00 0.2471 (0.01-5.38) 0.373
LCR 01 (50%) 01(50%) | 0.7500 (0.04 -12.60) 0.841
RIESGO ALTO 21(57%) 16 (43%) | 1.0159 (0.34- 2.99) 0.977

WARNING SCORE

a. 0 puntos 04 (100) 00
b. 1 punto 11 (87%) 02 (13%) | 01.95(0.077.49.266) 0.683
c. 2 puntos 07 (54%) 06 (46%) | 07.80 (0.349- 173.98) 0.194
d. 3 puntos 11 (39%) 17 (61%) | 13.69 (0.671-279.25) 0.088
PUNTAJE
Riesgo bajo (0-1) 22 (73%) 08 (27%)
Riesgo elevado (2-3) 11 (39%) 17 (61%) | 4.2500 (1.401- 12.88) 0.010*

VALOR DE UNA DE LAS VARIABLES

Blastos en MO al dia +8 10 (36%) | 18(64%) | 5.9143 (1.881-18.6046) | 0.0002*
ABCB1 expresion elevada 19.(50%) | 19(50%) | 2.3333(0.739-7.3581) | 0.1482
ABCG2 expresion elevada 25(54%) | 21(46%) | 1.6800(0.442-6.3720) | 0.445
Ausencia de RFE 9(37%) | 15(63%) | 4.0000(1.3212-12.11) | 0.014*

Tabla 6: Porcentaje de asociacion de los factores de riesgo y la presencia de remision completa a las 4 semanas

En cuanto a los pacientes que presentaron recaida durante el seguimiento posterior a integrar remision durante el primer
mes de tratamiento se observo en los pacientes mayores de 35 afios, 4 de los 12 pacientes que habian integrado
remision presentaron recaida. En cuanto a los que tenian mas de 30.000 leucocitos al diagnostico de los 11 que
integraron remision 5 presentaron recaida. Asi mismo de los pacientes con positividad para BCR: ABL1, los 2

presentaron recaida. Sin haber cambios en aquellos con infiltracion a sistema nervioso central al diagnostico.

En cuanto a los puntos de riesgo se encontro que aquellos que contaban con 1 punto de riesgo 5 de ellos presentaron
recaida, al igual que los pacientes que contaban con 3 puntos de riesgo 4 presentaron recaida, siendo igual este numero
en los pacientes que se catalogaron como riesgo elevado. De los pacientes que tenian blastos en la médula 6sea al dia
+8, 3 de los pacientes que habian alcanzado remision presentaron recaida, nuevamente con una asociacion directa con
una p de 0.016. Para aquellos con expresion elevada de genes multidrogoresistentes (ABCB1, ABCG2), igual 3
pacientes presentaron recaida en cada uno de estos grupos. De los pacientes que tenian ausencia favorable a

esteroides 3 presentaron recaida, siendo nuevamente una asociacion directa con una p de 0.001. (TABLA 7)
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VARIABLES RECAIDA
Contindan
Recaida OR Valor de p
EnRC

Edad >35 afios 08 (33%) 16 (67%) 1.7778 (0.60- 5.25) 0.297
Leucocitos > 30 x 103/mcl 06 (27%) 16 (73%) 2.6667 (0.85 -8.36) 0.092
BCR:ABL1 00 02 (100%) | 3.7692 (0.173-82.12) 0.398
LCR 01 (50%) 01 (50%) 0.6970 (0.041-11.72) 0.802
RIESGO ALTO 13 (36%) 24 (65%) 2.0308 (0.682-6.042) 0.202
WARNING SCORE

a.0 puntos 03 (75%) 01(25%)

b.1 punto 06 (46%) 07 (54%) 3.5000(0.2838-43.16) 0.328

¢.2 puntos 08 (61%) 05 (39%) 1.8750(0.1503-23.39) 0.625

d.3 puntos 07 (25%) 21(75%) 9.0000(0.807-101.15) | 0.075
PUNTAJE

Riesgo bajo (0-1) 17 (57%) 13 (43%)
Riesgo elevado (2-3) 07 (25%) 21(75%) 3.9231(1.280-12.01) 0.016**

VALOR DE UNA DE LAS VARIABLES
Blastos en MO al dia +8 7(25%) 21(75%) 3.9231 (1.280-12.01) 0.016*
ABCB1 expresion elevada 16 (42%) 22 (58%) 0.8777 (0.304-2.761) 0.877
ABCG2 expresion elevada 18 (40%) 28 (60%) 1.5556 (0.4337-5.57) 0.678
Ausencia de RFE 06 (25%) 18 (75%) 9.000 (2.436-33.244) 0.001**

Tabla 7: Porcentaje de asociacion de los factores de riesgo y la presencia de recaida
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DISCUSION

En este estudio, presentamos el resultado de 58 pacientes con diagnostico de LLA tratados en un solo centro. El objetivo
principal de este analisis prospectivo fue encontrar la correlacion de 3 puntos de riesgo en la terapia de induccion a la
remision como predictores de falla al tratamiento. También se evalu¢ la influencia de factores de riesgo tradicionales
como la edad, el cariotipo, el recuento de globulos blancos, el tiempo de tratamiento y, en consecuencia, el protocolo de

quimioterapia utilizado durante el periodo de induccién.

La LLA tiene un buen prondstico en los nifios, pero mucho menos favorable en los adultos. La remisién completa (CR) se
puede esperar en> 95% de los pacientes pediatricos, y aproximadamente el 80% de los nifios parecen estar curados.
Las tasas de respuesta inicial a la quimioterapia combinada moderna en adultos son casi tan altas como las observadas
en nifios, sin embargo, la posibilidad de recaida y el riesgo de mortalidad relacionada con el tratamiento son ambos
considerablemente mas altos en los adultos. La cuestién acuciante es si los diferentes resultados en la LLA para la
infancia y el adulto estan determinados por diferencias en la biologia de la enfermedad o resultan de un enfoque o
tolerancia diferente de la terapia. Hay cambios evidentes en la biologia de la enfermedad con la edad; En particular, la
incidencia de las categorias citogenéticas de "alto riesgo", como la LLA positiva para el cromosoma Filadelfia, la cual
representa el 20-30% de los casos de LLA en adultos, mientras que es poco frecuente (3-4%) en nifios. Por el contrario,
existe una acumulacién de evidencia que sugiere que un enfoque pediatrico a la terapia podria dar supervivencia

superior a un enfoque de adultos en adolescentes y adultos jévenes con LLA.

Es por ello que a pesar de la incidencia relativamente baja de LLA en adultos, se han logrado progresos sustanciales en
los resultados a finales del siglo XX y principios del siglo XXI, en gran parte debido a las grandes colaboraciones
nacionales e internacionales. Los informes recientes indican tendencias positivas en la supervivencia con un aumento
dependiente de la edad de 14-20% en los afios 2000-2004 en comparacion con 1980-1984. Al mejorar la estratificacion
de riesgo inicial, la intensificacion de la fase de induccion de los protocolos de tratamiento, manejo agresivo de la
enfermedad del sistema nervioso central (SNC), derivacion temprana para el trasplante alogénico de células
hematopoyéticas (TCH) para LLA de alto riesgo, mejoras en el tratamiento de soporte e introduccion de la nueva terapia
dirigida ha contribuido a un progreso continuo en pacientes adultos con LLA. Siendo asi que la evaluacion cuidadosa del
riesgo de recaida en pacientes con LLA individuales asegura que los tratamientos muy intensivos y, por lo tanto,
potencialmente perjudiciales s6lo se administran a los casos de alto riesgo, evitando asi excesivas toxicidades y
mortalidad relacionada con el tratamiento, por lo que cobra relevancia los puntos de riesgo que se plantean en este
estudio. (28)

La importancia de un factor de riesgo individual debe considerarse dentro del contexto del régimen de tratamiento
particular, ya que los cambios en la terapia pueden alterar la importancia pronostica de los factores. Varias
caracteristicas relacionadas con el paciente y la leucemia se han identificado como predictores significativos del

resultado y se utilizan para determinar el "grupo de riesgo" de un paciente con el fin de estratificar la intensidad de la
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terapia administrada. Estos factores prondsticos son: El aumento de la edad, el mayor recuento de glébulos blancos, la
respuesta lenta a la terapia inicial, la presencia de una enfermedad residual minima y, lo que es mas importante, la
presencia de aberraciones citogenéticas adversas estan todos asociados con malos resultados. La presencia de
enfermedad del SNC en el momento del diagnéstico también se asocia con un resultado adverso y requiere terapia

especifica.

De lo anteriormente mencionado uno de los mas importantes es el conteo de los glébulos blancos (WBC) al momento del
diagnostico teniendo un efecto prondstico significativo. Aunque el WBC es un continuo, para propositos de estratificacion
estadistica, se han calculado limites de mal pronéstico de 30.000/L para los pacientes con LLA de estirpe B y 100.000/L
para aquellos de estirpe T. El aumento del WBC por encima de estos umbrales tiene un impacto prondstico en todos los
resultados clinicos, incluyendo respuesta inicial, supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global. Los pacientes
con leucocitosis extrema/blastemia (> 400.000/L) tienen alto riesgo de complicaciones precoces y mortalidad por
hemorragia del SNC, eventos pulmonares y neurolégicos debidos a leucostasis; ademas del riesgo de desarrollo de
sindrome de lisis tumoral. Este item también toma relevancia ya que el WBC elevado se asocia frecuentemente con

otras caracteristicas de alto riesgo, especialmente aberraciones citogenéticas desfavorables como t (4; 11) y t (9; 22).

En nuestro estudio se evidencié que aquellos pacientes que contaban con un conteo de glébulos blancos mayor a
30.000/L al momento del diagnostico no tenian desenlace diferente de aquellos que tenian un conteo menor a dicha

cifra, encontrandose que la mitad de ellos integraban remision y la otra mitad no (p:0.408).

La edad es una variable pronostica continua, con resultados cada vez peores con el avance de la edad. Este efecto se
observa en toda la gama pediatrica, adolescente, adultos y ancianos. Varias observaciones podrian explicar esta
correlacion. Los cuales incluyen cambios evidentes en la biologia de la enfermedad, es decir, la incidencia de anomalias
citogenéticas de alto riesgo (LLA cromosoma Filadelfia positivo); ademas de las diferencias claras en la tolerancia del
tratamiento entre pacientes jovenes y mayores, lo que resulta en una mayor tasa de reacciones adversas
medicamentosas (particularmente durante la induccién de la remision) y frecuentes compromisos en la intensidad del

tratamiento debido a esto. (29)

Lo encontrado en este estudio al igual que las cifras de gldbulos blancos, no se veia influenciada la tasa de remision al
aumentar la edad, ya que la mitad de los pacientes mayores de 35 afios, integraron remision a las 4 semanas, aunque si
influenciaba en la probabilidad de recaida durante la consolidacion con un porcentaje de recaidas durante esta etapa del
67%, aunque sin ser significativamente estadistico (p: 0.297).

En cuanto a la 1(9;22) que produce el gen de fusion BCR (regién de agrupamiento de punto de corte) en el cromosoma
22 al gen ABL (Abelson) en el cromosoma 9, es decir, el cromosoma de Filadelfia (Ph), es en una proteina quinasa
constitutiva que altera multiples vias de sefializacién, el control de la proliferacién, la supervivencia y la auto-renovacion
de las células madre hematopoyéticas. Asociandose con las caracteristicas clinicas de alto riesgo de la edad avanzada y

mayor WBC, prediciendo resultados de tratamiento pobres, incluyendo menor probabilidad de respuesta inicial al
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tratamiento (68,4% versus 84,6%) (18). A pesar de ello en nuestros resultados se encontrd que los 2 pacientes que

presentaban positividad a al mismo integraron remision, pero ambos presentaron recaida.

La respuesta al tratamiento estd determinada por toda la constelacion de caracteristicas biologicas de células
leucémicas, farmacodindmica y farmacogendémica del huésped, la intensidad de los regimenes administrados y el
cumplimiento del tratamiento. Por lo tanto, no es sorprendente que la rapidez y el grado de reduccién de la carga de
células leucémicas durante la terapia inicial sean predictores independientes y poderosos del resultado tanto en
pacientes de riesgo bajo como de alto riesgo, definidos por las caracteristicas clinicas y biologicas en el momento del

diagnoéstico . (28)

La respuesta temprana a la terapia inicial ha sido demostrada consistentemente como un predictor importante del
resultado. Los pacientes que no alcanzan la remisién morfolégica después del primer mes de tratamiento tienen un peor
pronostico. Se ha demostrado que otros medios para evaluar la rapidez de la respuesta a la terapia inicial, como la
respuesta de la sangre periférica después de una profase de esteroide, la respuesta de sangre periférica temprana en la
terapia de induccion y la respuesta de médula 6sea en los primeros tiempos de induccién. Una respuesta lenta o tardia a
la quimioterapia de induccién se ha definido de 3 maneras: persistencia de las blastos en sangre periférica después de 7
dias de terapia con esteroide, se define como resistencia a los mismos; la persistencia de blastos de médula ésea
después de 7, 14 0 21 dias de quimioterapia de induccion, o quimioresistencia; y la enfermedad residual minima (MRD)

determinada por técnicas sofisticadas después de la finalizacion del tratamiento de induccion. (30)

Varios grupos de estudio han evaluado una variedad de estimaciones de respuesta temprana como factores pronésticos
para la estratificacion del tratamiento en la LLA. Esto incluye la respuesta de prednisona, el conteo de blastos de la
médula dsea del Dia +8 y los niveles de enfermedad residual minima. Desde 1986, los ensayos clinicos alemanes Berlin-
Frankfurt-Munster (BFM) han demostrado de forma consistente que la respuesta temprana del paciente a la prednisona
es uno de los factores prondsticos mas importantes. En los protocolos BFM, |a terapia para todos los pacientes comienza
con 7 dias de prednisona como monoterapia al igual que la utilizada en nuestro protocolo institucional. ElI niamero
absoluto de blastos leucémicos en la sangre periférica en el dia 8 se determina entonces. Los pobres respondedores de
prednisona en el protocolo del BFM tuvieron un conteo total de blastos de 31.000/L el dia 0. Mismos que comprendian el
10% de todos los pacientes, y que tenian un resultado significativamente mas pobre. Mas importante, esto sugirié que la
resistencia a la terapia ya esta presente en el diagnostico inicial y la deteccion de la resistencia temprana a la terapia que

permite estratificar de manera fiable a los pacientes para mejorar el resultado final. (31)

Asi mismo el protocolo italiano GIMEMA LAL 0288, muestra que la respuesta favorable a esteroides representa un factor
independiente para el pronéstico. Encontrando que la supervivencia a 8 afios es de 33% (95% Cl, 28%-38%) para
aquellos que responden a prednisona y del 17% (95% Cl, 12%-23%) para aquellos que no tuvieron respuesta (P .0001).
(32, 33)

Siendo esto también demostrado en nuestros resultados en los que se evidencio la correlacion directa entre la pobre
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respuesta al esteroide y la incapacidad de integrar remision en el tratamiento de induccién a la remision (p: 0.014),

ademas del porcentaje de recaidas durante el tratamiento de consolidacion.

Por otro lado la presencia de blastos en el aspirado de médula dsea en el dia +8 de tratamiento al igual que lo ya
mencionado en estudios previos, se muestra que tiene un impacto significativo en la tasa de respuesta al tratamiento de
induccion a las 4 semanas, sin presencia de remisién en el 64% de los pacientes con una p de 0.002, mostrando esto

una correlacion directa.

Esto también fue demostrado por John T. Sandlund y cols. Del St Jude Children’s Research Hospital en el que se
evidencia que La supervivencia libre de eventos a 5 afios fue significativamente peor en los pacientes con blastos en el
dia 15 (AMO +8) (40% +/- 6%) o en los dias 22 a 25 (4% +/- 3%) en comparacion con aquellos sin blastos en estas
fechas (78% +/- 2% y 76% +/- 2%, respectivamente, P <0,001 para ambas comparaciones). Un peor prondstico se
observo incluso en pacientes con un bajo porcentaje de blastos al dia 15 (AMO +8), con una supervivencia libre de
enfermedad a 5 afios de 56% +/- 8%. (34)

De la misma manera Melchior Lauten y cols. en su articulo Prediction of outcome by early bone marrow response in
childhood acute lymphoblastic leukemia treated in the ALL-BFM 95 trial: differential effects in precursor B-cell
and T-cell leukemia encontraron que las probabilidades de supervivencia libre de eventos a 8 afios fueron del 86,1%
para aquellos que tenian menos de 5% de blastos, 74,5% para los que tenian de 5 a 25% de blastos y 46,4% en los que
tenian mas de 25% de blastos en el aspirado de medula 6sea del dia +8. En comparacion con la respuesta a la
prednisona, la respuesta de la médula del dia +8 fue superior en la prediccion de los resultados en la leucemia de estirpe
B. No siendo asi en aquellas de estirpe T con respuesta pobre a la prednisona independiente de la respuesta de la

médula del Dia 15, ya que estos tenian presentaban menor tasa de remision. (35)

La pobre respuesta a esteroides también es confirmada como factor adverso para alcanzar remision por Wei Wei y cols
de la Academia China de Ciencias Medicas y la Union Medica de Peking quienes describen la fuerte asociacién con la
mayor probabilidad de fracaso de induccion (14,8%) y disminucion de la tasa de supervivencia (5 afios EFS tasa, 51,1%
(SE, 10,5). También reportando en dicho estudio que los pacientes con blastos = 25% en la médula 6sea al dia +8
tenian mas probabilidad de tener un resultado inferior. Con una supervivencia libre de enfermedad a 5 afios de 73.7%
para los que tenian 5% de blastos, 61.3% para los que tenian de 5 a 25% y de 50% para aquellos que tenian mas de
25%. (36)

La caracterizacion genética y molecular de cohortes de pacientes con LLA sélo puede proporcionar informacion sobre
grupos enteros. Los resultados para individuos dentro de tales grupos dependeran de mdltiples factores, incluyendo
farmacocinética de farmaco, que se relaciona con el metabolismo y la excrecion de los mismos, y la farmacodinamica,
que se ven afectados por la eficacia directa en la célula leucémica y la toxicidad para las células normales. Existe una
enorme variacion entre los pacientes individuales, que esta influenciada por el metabolismo de los farmacos, los niveles

de enzimas y diversos mecanismos de transporte.
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Respecto a las leucemias agudas los estudios han demostrado que los pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA) y
leucemia linfoblastica aguda (LLA) que no sobreexpresan a ABCB1 en sus células tienen una tasa de remision completa
después del tratamiento de induccion de 89% y 93 %, descendiendo al 53% y al 56% respectivamente en aquellos con
sobreexpresion (37, 38). En LMA, se ha estimado que la incidencia de la sobreexpresién de Pgp por métodos
inmunohistoquimicos oscila entre 30% y 40% al momento del diagndstico, esta proporcion aumenta hasta un 70% en el
momento de la recaida, correlacionando en este caso con la refractariedad al tratamiento. Varios estudios han
demostrado claramente la expresién de Pgp en especimenes de LMA en el diagndstico con posibilidades
significativamente mas bajas de lograr la remision durante la induccién. La tasa de remisién completa para el tratamiento
de induccién fue del 89% en los casos Pgp (-) y 53% en los casos Pgp (+), siendo mayor su expresion en los subtipos
M4 y M5. Asi mismo se ha correlacionado significativamente con una supervivencia libre de enfermedad y una
supervivencia global mas corta. También se ha comprobado una mayor expresién de esta proteina y la expresion de

CD34 en los blastos, dando mal pronostico la presencia de estos marcadores al momento del diagnéstico. (39 , 40)

En cuanto a la expresion de genes multidrogoresistente al diagnostico se evidencié que la presencia de los mismos no
cuenta con una correlacion directa en cuanto a la capacidad de integrar remision al finalizar el tratamiento de induccién,
aquellos pacientes con expresion elevada de las mismos presentaron el mismo porcentaje de remision y de
refractariedad, con una p de 0.148 para ABCB1 y de 0.445 para ABCG2.

Lo anterior podria ser explicado por los polimorfismos que pueden presentar en cada uno de los genes de
multidrogoresistencia, siendo estos responsables de las diferencias interindividuales en la farmacocinética y la respuesta
clinica de determinados farmacos antileucémicos, por lo tanto los datos obtenidos en diferentes series no son
reproducibles y ain no son lo suficientemente concluyentes como para traducir las pruebas farmacogenéticas a la
practica clinica. En este contexto, los polimorfismos en los transportadores ABCB1 y ABCG2 no son todavia adecuados

para ser utilizados como biomarcadores para predecir la respuesta terapéutica en leucemias.

Para una comprensién completa de la contribucion de la variabilidad genética en los genes MDR, la respuesta al
tratamiento y la toxicidad en leucemias, estudios adicionales que impliguen mayor tamafio de la muestras y la
estratificacion de acuerdo con el haplotipo de cada uno de los genes deben llevarse a cabo. Debido a las diferentes
respuestas a los tratamientos en cada poblacién, seria importante considerar uniformidad en los sujetos seleccionados,
en cuanto edad, tamafio de la muestra, factores ambientales, y técnicas de medicion utilizada en estudios realizados
previamente. Por lo anterior se deberia considerar no solo la deteccion de la expresion de los genes sino también los
polimorfismos especificos encontrados, siendo reportados en la literatura mas de 1200 polimorfismos de cadena simple
(SNPs), encontrandose entre los mas investigados 1236C>T, 2677G>T, y 3435C>T, en ABCB1, localizados en los
exones 12, 21 y 26, respectivamente. Siendo el ultimo de ellos el que esta mejor caracterizado e identificado en la

resistencia a medicamentos e infecciones asociadas a tratamiento (41)
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De lo anterior se establece que los genes de multidrogoresistencia, la respuesta favorable a esteroides (RFE) y la
presencia de blastos en el aspirado del dia+8, tienen un impacto en el primer mes de tratamiento, pero son la RFE y
principalmente el AMO del dia +8 los que se comportan como un mayor OR de falla y recaida. Siendo esto acorde
con literatura previa en la que se toman estos dos puntos como clave al momento de determinar aquellos que fallaran en
integrar remision al finalizar las 4 semanas de tratamiento de induccion. Estos dos, aunado a la expresion elevada de
genes multidrogoresistencia aumenta la probabilidad de determinar cuales pacientes no tendran respuesta al tratamiento
convencional, y aquellos con un puntaje mas elevado son los que presentaron finalmente el OR mas alto e

inclusive mayor que lo que establecian las variables clinicas clasicas.

La importancia de estos tres puntos de riesgo es que no solo se toman caracteristicas propias de la célula leucémica,
sino tambien la farmacocinetica y farmacodinamica de los medicamentos que se utilizan en los esquema de tratamiento,
con lo cual se puede ajustar de manera mas apropiada dosis y medicamentos de acuerdo a cada individuo en particular,
y asi disminuir el porcentaje de refractariedad y recaidas tempranas, aumentando asi la supervivencia libre de

enfermedad.
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CONCLUSIONES

Si bien los resultados globales han mejorado en los Ultimos tres decenios, la supervivencia a largo plazo de los pacientes
de menos de 60 afios es sdlo del 30-40%, del 10-15% si entre 60 y 70 afios y <5% Los mayores de 70 afios. La falta

histérica de factores prondsticos bioldgicos claros ha llevado a sobre o bajo tratamiento de algunos pacientes.

La respuesta a la terapia inicial es el factor pronostico mas importante del resultado basado en la biologia de la
enfermedad, asi como la farmacogenética, que incluyen la respuesta del paciente a los farmacos administrados.
Igualmente importante al considerar factores prondsticos, es el grado de significancia de cada uno de ellos, de tal
manera que dos factores que pueden ser verdaderamente independientes pueden tener una influencia bastante desigual
en el resultado. Ademas del grado de significacion, el tamafio del efecto, determinado por la razén de riesgo, también es
importante. Siendo esto relevante en nuestro estudio ya que se demostré que el factor de riesgo mas importante es la
persistencia de blastos al dia +8 de tratamiento, siendo esto acorde con estudios realizados previamente. Pero al

encontrar los 3 factores de riesgo en un mismo paciente este riesgo se incrementaba.

En conclusion, se deberia analizar con estudios dinamicos, la posibilidad de cambio de tratamiento de manera temprana
a aquellos pacientes que cumplan los 3 criterios de riesgo durante los primeros 15 dias, ya que asi se podra disminuir la
tasa de refractariedad y recaida, ademas de disminuir la positividad de enfermedad minima residual al finalizar la
induccion, siendo este demostrado como el factor pronostico actual mas importante para determinar la necesidad de

trasplante de celulas madres hematopoyeticas.
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