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RESUMEN

Introduccién. La leucemia linfoblastica aguda es el tipo de cancer infantil mas
frecuente. Los pacientes son clasificados de acuerdo con los hallazgos clinicos,
biolégicos, moleculares y de respuesta a la terapia inicial. Este trabajo tuvo como
objetivo establecer una relacion entre los niveles de expresion de cortactina y HS1
en médula 6sea de pacientes con la clasificacion de riesgo de Leucemia
Linfoblastica Aguda.

Métodos. Se revisaron muestras biologicas de pacientes previamente sanos con
diagnéstico inicial de sindrome infiltrativo y sindrome anémico clinico y casos de
recaida en nifios mexicanos de 0 a 18 afios en el Hospital infantil de México Federico
GOmez con alta sospecha de Leucemia linfoblastica aguda para medicion de
proteinas por citometria de flujo e intensidad media de fluorescencia en busca de
factor prondstico.

Resultados. La media de edad fue de 6.8 afios, los signos y sintomas para solicitar
la atencion médica fueron sindrome infiltrativo, sindrome anémico y sindrome febril.
Las principales alteraciones hematologicas fueron anemia y trombocitopenia,
presencia de porcentaje de blastos en sangre periférica medio fue 55.06%,
inmunofenotipo y estudio citogenético Pro B 37.5%, Pre B 43.75%, Pre-Pro B 6.25%
y no concluyente 12.5%. El 81.25 % de los pacientes fueron clasificados como alto
riesgo y el 18.75% de riesgo habitual.

Conclusiones. Se establece una asociacion directa entre los niveles de cortactina,
por lo que se podria utilizar como factor de mal pronéstico de forma temprana para
iniciar un tratamiento oportuno y de acuerdo a la sobreexpresion determinar el
riesgo de recaida para normar estrategias terapéuticas.




INTRODUCCION

La leucemia linfoblastica aguda es la enfermedad neoplasica mas frecuente de la
poblacion infantil en nuestro pais y a nivel mundial, y una de las principales causas de
muerte en pacientes que presentan recaidas. Lamentablemente, tanto el manejo
guimioterapéutico de la enfermedad, como el trasplante de células hematopoyéticas de
médula 0sea, no resultan ser eficaces en todos los casos, logrando la remision completa
a 5 afos en solo 60% de los casos. La heterogeneidad clinica, biolégica y molecular entre
los individuos incluye resistencia a farmacos, desarrollo de enfermedad minima residual y
extravasacion de las células leucémicas, lo que en la mayoria de los casos implica un
pronostico desfavorable y desenlace fatal. De particular impacto clinico es la infiltracién
celular a érganos extramedulares, particularmente al sistema nervioso central, higado,
pulmén y testiculos. Hasta el momento se desconoce la naturaleza de las células
hematopoyéticas responsables de este fenGmeno los progenitores iniciadores de leucemia
o0 blastos leucémicos, asi como los factores y mecanismos que promueven su movilizacion
y colonizacién periférica, incluyendo un posible papel del endotelio como facilitador o
represor de la infiltracion.

Las enfermedades neoplasicas en la poblacion infantil son consideradas
actualmente una prioridad de salud a nivel mundial (1, 2). En México, representan la
segunda causa de muerte entre los 4-15 afios de edad, con una incidencia de 150.3 casos
por millébn por afo, de los cuales 75.3 casos por millon corresponden a leucemias agudas
(INEGI, (2). Algunas alteraciones genéticas estan relacionadas con 5 el sindrome de
Shwachman, el sindrome de Bloom, la ataxia telangiectasia.

La sospecha diagnodstica de LLA se basa en la clinica que debe ser
complementada con pruebas diagnostico es el aspirado de médula 0sea, de donde se
obtiene muestra para realizar estudios de morfologia, Ademas, deben realizarse la
puncion lumbar para analisis. Hemorragias (en 48%), dolor 0seo (en 23%),
linfadenopatias.

De las leucemias agudas, la leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el cancer
infantil mas comun, y esta caracterizado por la produccion descontrolada de células
precursoras hematopoyéticas de la serie linfoide en la médula dsea (MO).
Aproximadamente el 80% de los casos de LLA debutan con un inmunofenotipo de
precursores de ceélulas B, en tanto alrededor del 15% lo hace con inmunofenotipo de
células T, y del 5-10% restante presenta leucemia de linaje ambiguo o leucemia
bifenotipica (2-4).

Con base en las caracteristicas morfologicas de los linfoblastos, la LLA se
clasifica en L1, L2 y L3, de acuerdo al Grupo Cooperativo Franco-Americano-Britanico
(FAB).15 EIl fenotipo mas comun en pacientes con LLA corresponde al de células
precursoras B y representa el 80-85% de los casos de LLA infantil. El inmunofenotipo T
se asocia con caracteristicas clinicas de mal prondéstico. Se han identificado alteraciones
citogenéticas que se relacionan con el pronéstico de estos pacientes. Algunas alteraciones
numéricas (hiperdiploidia y las trisomias 4, 10 y 17) se asocian con un pronostico
favorable, mientras que otras se relacionan con un resultado adverso (hipodipoidia,



tetraploidia). De igual manera, existen traslocaciones que se asocian con un buen
pronostico, como el caso de la t(12;21), mientras que otras, como la t(9;22), t(4;11), y
t(1;19), parecen influir adversamente en la respuesta al tratamiento y, por ende, en el
pronostico.18-20 Como resultado de estudios epidemioldgicos, se sabe que los pacientes
con edades de 1 aflo a 9 aflos 11 meses presentan mejor supervivencia que los que se
encuentran fuera de este rango de edad.21 El prondstico también resulta desfavorable
para los pacientes con cuenta leucocitaria de mas de 50,000/mm3 al diagndstico, ademas
de la respuesta a la quimioteraoia inicial.

Aunque la etiologia de la LLA es probablemente multifactorial, se reconoce que
ademas de la participacion de multiples alteraciones genéticas y microambientales, una
poblacion celular hematopoyética con caracteristicas biolégicas primitivas y/o troncales
puede fungir como célula iniciadora de la leucemia y ser responsable ademas, del
mantenimiento y progresion maligna, asi como de fendmenos como la inestabilidad de
linaje, la enfermedad minima residual y la infiltracion extramedular. Adicionalmente, el
proceso de hematopoyesis temprana normal a partir de células progenitoras de linaje
linfoide B o T se encuentra severamente comprometido, con dafio en la capacidad de
proliferacion y diferenciacion (5). La infiltracion de células leucémicas a sistema nervioso
central (SNC), higado, bazo y testiculos, asi como las recaidas asociadas cambian el
prondstico de la enfermedad (6, 7).

Las sefiales ambientales y los mecanismos moleculares que dirigen la infiltracién
celular son poco entendidas. EIl SNC es el sitio extramedular con infiltracion mas
frecuentemente afectado durante la recaida (30-40%) con un rango estimado de 6.8%
después de 8 afos, y una incidencia general cerca del 11%. Un numero de factores de
riesgo relacionados con la recaida a SNC, incluyendo el inmunofenotipo T, las
traslocaciones de alto riesgo t(9:22) y t(4:11), hiperleucocitosis (arriba de 100X10°L) y
blastos leucémicos presentes en el SNC, son parametros de gran utilidad y usados
universalmente, pero muestran ser insuficientes para el establecimiento de una temprana
estratificacion, y para la comprension de la patobiologia de la enfermedad. La permanente
alta mortalidad de las leucemias infiltrativas subraya la necesidad de identificar la/las
células implicadas y sus posibles mecanismos de accion.

HS1 Y CORTACTINA: Proteinas de union a actina, involucradas en la adhesion
celular y migracion y su relacién con leucemia. Cortactina y HS1 (Hematopoyetic cell-
specific lyn substrate) son proteinas de unién a actina homélogas. Mientras cortactina se
expresa de forma ubicua, excepto para las células hematopoyética, HS1 esta restringido
a las células hematopoyéticas. Cortactina y HS1 participan en la adhesion celular y
migracion por el control de los niveles de activacion de GTPasas, dinamica de actina y
reclutamiento de moléculas de adhesion como ICAM-1 en células endoteliales (cortactina)
y B2-integrinas en leucocitos (HS1) (35). Ambas proteinas, cortactina y HS1 han sido
reportadas como relevantes en la progresion de leucemia linfoide crénica de células B
(LLC-B). En pacientes con pobre pronéstico, HS1 es sobre-expresado y fosforilado, y se
relaciona con anomalias en la migracion de células B leucémicas y la inhibicion del
‘homing” (8, 9,10). Por otro lado, cortactina se encuentra sobre-expresada en varios tipos
de cancer, por lo cual se le relaciona con la capacidad migratoria celular y metastasis. Muy
recientemente, se demostrd que cortactina se expresa en células B de pacientes adultos



con LLC-B y que su expresion se asocia con los factores ZAP70 y CD38 en los casos de
alto riesgo de LLC-B (38) aunque se desconoce si cortactina es también hiperfosforilado
en esta patologia. Sin embargo, este escenario parece probable, ya que cortactina es un
blanco bien conocido de la familia src kinases SFK (Src Family Kinases) (39). HS1 y
cortactina pueden ser tirosin fosforilados por varios miembros SFK, en la actualidad se
sabe que la sefalizacion de SFK no controlada contribuye a diversas formas de leucemias
e inclusive se utilizan estrategias terapéuticas como el empleo de dasatinib para la
inhibicion de la SFK (junto con Abl tirosina cinasa que también apunta a HS1) (15)

La participacién del endotelio en la leucemia extramedular en la cual se incluye la
interaccion de moléculas de adhesion entre las células cancerosas y las células
endoteliales de los 6rganos blanco es indispensable para el arresto de las CTC (células
circulantes tumorales) dentro de los capilares lo que desencadena eventos que culminan
en extravasacion, colonizacién y crecimiento metastasico.

Particularmente, en LLA con infiltracion a SNC las células leucémicas circulantes
son transportadas por arterias de la carotida hacia la barrera hemato-encefalica, la cual
es una barrera hermética que tiene como funcién principal mantener aislado al parénquima
del cerebro de la circulacion general y de regular el paso de material dentro y fuera del
SNC. La barrera endotelial esta formada por células endoteliales que estan conectadas
por estructuras membranales integrales de dos tipos: las denominadas uniones estrechas
TJ (Tight Junctions) y por uniones adherentes AJ (Adherens junctions), las cuales son
necesarias para dar estabilidad a la barrera endotelial y permitir ser selectivamente semi-
permeable, por lo cual debe estar estrictamente controlada para permitir el paso de
moléculas y sustancias necesarias, asi como para permitir el reclutamiento y
extravasacion de leucocitos durante procesos de inflamacion (16).

La migracion transendotelial TEM (Transmigration endotelial migration) es
regulada primero por las moléculas de adhesion que se encuentran concentradas en el
borde apical de las células endoteliales, tal como selectinas, ICAM-1 y VCAM-1 y su
interaccion con los leucocitos que tienen funcién en la adhesién primaria de los leucocitos
al endotelio, el rolling y la adhesion firme. Para que la adhesion se lleve a cabo es
necesario que moléculas como ICAM-1 y VCAM-1 se agrupen en el borde de las células
endoteliales. Para el agrupamiento de ICAM-1 se requiere de la fosforilacion de cortactina
(dependiente de c-Src) (13,14), que es una proteina que esta involucrada en la
remodelacion de actina por interaccion tanto con F-actina como Arp 2/3 complex (Actin-
related protein 2/3) para la nucleacién y formacion de redes de actina, ademas de tener
una contribucion indirecta con la regulacion de la activacion de Rho GTPasas para dicho
evento (44), ya que cortactina fosforilada activaa RhoA, que activa a ROCK (Rho kinase),
guien a su vez inactiva a PP1c (Protein phosphatase 1c) e inhibe la inactivacion MLCK
(Myosin Light Chain Kinase) cambiando a MLCK activa quien participa en la formacién de
filamentos de estrés que desestabilizan a las TJ y AJ. Schnoor y cols reportaron en un
modelo in vivo que la ausencia de cortactina en células endoteliales se relaciona con
defectos en el agrupamiento de ICAM y consecuentemente en el reclutamiento de
leucocitos pero la permeabilidad vascular aumenta. Adicionalmente el agrupamiento de
VCAM-1 se relaciona con el aumento de Ca++ intracelular que se une a la proteina
Calmodulina CaM (Calcium-modulated-protein) y que funciona como mensajero para la



activacién de MLCK, asi mismo, VCAM-1 recluta a Racl, quien participa en la modulacion
de las uniones endoteliales.

Asi mismo, se ha reportado que cortactina y HS1, proteinas homologas de union
a actina que participan en eventos de adhesién celular y migracion son relevantes en la
progresion de algunos tipos de leucemia sin embargo se desconoce si en LLA pudiesen
tener una participacion en la extravasacion de las células leucémicas, lo que podria estar
relacionado al mal prondstico del paciente.

A través de modelos de estudio de infiltracion celular, en este proyecto se pretende
contribuir al entendimiento de las leucemias de prondstico pobre, definiendo si la
infiltracién en leucemia linfoblastica aguda resulta de la convergencia de propiedades
biol6gicas especiales de células leucémicas primitivas y un dafio en las barreras
endoteliales.



MARCO TEORICO

1. DEFINICION

La leucemia linfoblastica aguda (LLA), es una enfermedad que se caracteriza por
una proliferacién desordenada de células inmaduras de la linea linfoide (blastos)
gue surgen de la célula madre (stem cell) en la médula 6sea. El crecimiento
desordenado de las células blancas en la médula 6sea, bloquea el desarrollo normal
de las células rojas y las plaquetas.

La leucemia linfoblastica es una alteracion de la serie linfoide, B o T que produce
formas inmaduras de una manera descontrolada provocando malignizaciénn,
reflejandose como una expansion clonal del proceso de hematopoyesis, con la
particularidad de diseminarse e infiltrar 6rganos a distancia, los ganglios linfaticos,
el bazo, el higado, el sistema nervioso central, los testiculos u otros érganos.

2. EPIDEMIOLOGIA

La leucemia linfoblastica aguda es el tipo de cancer mas frecuente en la edad
pediatrica y representa el 23% de los diagndésticos de cancer en menores de 15
afos, con una incidencia anual de 30 a 40 por millon. En pediatria la edad mas
frecuente de presentacién es en el grupo de 3 a 5 afios. Aproximadamente 2400
ninos y adolescentes menores de 20 afos, son diagnosticados de LLA cada afio
en Estados Unidos; esta incidencia ha aumentado gradualmente en los ultimos 25
anos.

En México La leucemia linfocitica aguda es mas comun en la infancia temprana, y
alcanza su mayor incidencia entre las edades de 2 a 3 afios (> 80 por millébn por
afo), con tasas que disminuyen a 20 por millén entre nifios de 8 a 10 afios de edad.
La incidencia de LLA en pacientes de 2 a 3 afios de edad es aproximadamente 4
veces mayor gue entre niios menores de 2 afios y casi 10 veces mayor que entre
los de 19 afios de edad.

La leucemia linfocitica aguda es ligeramente mas comun entre los nifios de raza
blanca que en los de raza negra y asiaticos, y en los varones que en las nifias.

La relacion de casos de leucemias agudas en nuestro medio, entre linfociticas y no
linfociticas es de 6:1 en favor de las agudas. El nimero general de egresos
hospitalarios por leucemia para el afio 2001 fue de 13.558 personas con una tasa
de 13,4 por 100.000 habitantes. Las defunciones registradas en México para el afio
2001 en el grupo de edad de 1 a 4 afios ocurrieron 232 muertes para una tasa de
2.69 por 100.000 habitantes, para el grupo de 5 a 14 afios el niumero de muertes
por leucemias fue de 588 para una tasa de 2.60 por 100.000 habitantes. (SSA,
2001).



3. FACTORES DE RIESGO.

3.1Genética

Las alteraciones genéticas son muy frecuentes en las Leucemias linfoblasticas
agudas, se encuentran en alrededor de 40% de los pacientes. Existen deficiencias
inmunoldgicas que actlan como factores de riesgo para presentar una mayor
tendencia.

El sindrome de Down. Estos nifios tienen un mayor riesgo de contraer leucemia,
tienen 15 a 20 veces mas probabilidades que otros nifios. Tienen un riesgo
cumulativo de desarrollar leucemia de 2.1% al llegar a los 5 afios de edad, y de
2.7% al llegar a los 30 afios. Aproximadamente dos tercios de los casos de leucemia
aguda en nifios con sindrome de Down son LLA.

El hermano de un gemelo idéntico que contrae la leucemia linfocitica aguda antes
de los 6 afos de edad tiene de un 20% a un 25% de probabilidad de contraer
leucemia.

Los gemelos que no son idénticos los hermanos tienen una probabilidad ligeramente
mayor de 2-4 veces de contraer leucemia.

Otros trastornos genéticos como la neurofibromatosis, la ataxia telangiectasia, el
Sindrome de Wiscott-Aldrich y la anemia de Fanconi también llevan consigo un
mayor riesgo de contraer leucemia, pero mas comunmente dan lugar al linfoma no
Hodgkin y a otros tipos de cancer el sindrome de Li-Fraumeni y El sindrome de
Klinefelter.

3.2 Ambiental

Exposicion a la radiacion es un factor de riesgo para adquirir leucemia en nifios, se
estima un riesgo presente después de la exposicién hasta por 8 afios. Si un feto es
expuesto a radiacion durante los primeros meses de su desarrollo aumenta el riesgo
aunque no es claro el grado. Los posibles riesgos de la exposicion fetal o infantil a
niveles menores de radiacion, como la exposicion a estudios de rayos X o por la
Tomografia computarizada, cualquier aumento del riesgo probablemente es
pequefio, pero por cuestion de seguridad.

3.3 Exposicién a sustancias quimicas. Los nifios que reciben tratamiento con
medicamentos de quimioterapia tienen un mayor riesgo de desarrollar otro tipo de
cancer. Los medicamentos como ciclofosfamida, clorambucil, etopdsido han sido
relacionados con un mayor riesgo de leucemia. Estas leucemias generalmente se
desarrollan en un plazo de 5 a 10 afos a partir del tratamiento y tienden a ser
dificiles de tratar. La exposicion a quimicos como benceno, un solvente usado en la
industria de limpieza y en la produccién de algunos medicamentos, plasticos y tintes
puede causar leucemia aguda en adultos y, rara vez, en nifios. Varios estudios han
encontrado un posible vinculo entre la leucemia en nifios y la exposicion a pesticidas
en los hogares, ya sea durante el embarazo o durante los primeros afios de la
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infancia. Ademas otros estudios han encontrado un posible aumento en el riesgo
para las madres con exposicion a pesticidas en el lugar de trabajo antes del parto.
Sin embargo, la mayoria de estos estudios han confrontado graves limitaciones en
la manera que fueron conducidos. Se necesita mas investigacion para tratar de
confirmar estos hallazgos y para proveer informacidon mas especifica sobre los
posibles riegos ya que hasta el momento la leucemia linfocitica aguda no ha sido
asociada con ninguno de los productos quimicos que causan cancer.

Los pacientes que reciben tratamiento intensivo para suprimir su funcién
inmunoldgica sobre todo los pacientes con trasplantes de érganos tienen mayor
riesgo de contraer cancer, especialmente del sistema linfoide. Esto incluye la
leucemia linfocitica aguda.

3.4 En el origen prenatal de la leucemia linfoblastica aguda, se considera que
en algunos casos la alteracion genomica inicial se presenta in Utero, las sospecha
proviene de la observacion de reordenamientos de la inmunoglobulina o el receptor
de la célula T, esto es parte de algunas muestras de sangre tomadas al nacimiento.
Surge la teoria que los cambios gendmicos posnatales son necesarios para la
presentacion de este tipo de Leucemia linfoblastica aguda.

4. PATOGENESIS

La suma de varios factores de inicio genético, ambiental, infecciones virales,
inmunodeficiencias, radiacion ionizante. La teoria de la patogénesis clonal surge a
consecuencia del desarrollo de una mutacidbn maligna, los rearreglos de
inmunoglobulinas y genes también se han estudiado como marcadores de
clonalidad, que se han observado en las células leucémicas , sugiriendo
enfermedad policlonal o clon en progresion ; también existe la teoria molecular,
donde se expone una alteracion a nivel del ciclo celular en lo referente a la
regulaciéon de la proliferacion, diferenciacion y apoptosis celular, que puede darse
en las vias de sefializacion en células mutadas que afecta la accion o expresion de
los protooncogenes.

5. CLASIFICACION

En 1976 el grupo Franco-Americano-Britanico propuso clasificar de acuerdo a las
caracteristicas morfologicas de las células, estadificando en L1 en frecuencia se
encuentra en primer lugar con 85% ,L2 en 14% y L3 en 1%. En la mayoria de los
casos de LLA en las que se muestra una morfologia L3 se expresa inmunoglobulina
de superficie y tiene una traslocacion del gen C-MYC idéntica a la que se presenta
en el linfoma Burkit t(8:14). Los blastos son positivas a PAS, no tienen granulos ni
bastones de auer y son negativos para sudan negro y mieloperoxidasa.



5.1 Clasificacion morfologica segun la FAB

Caracteristicas L1 L2 L3 (a)

citologicas

Tamario celular Pequefias Grandes heterogéneas | Grandes ¥
principalmente en tamafio heterogéneas

Cromatina nuclear | Homogénea Variable heterogénea Punteado fino vy

homogéneo

Forma del nicleo Regular ocasional | Irregular  hendide  y | Regular ovoide a
hendido o | comun indentacidn redondo
indentacion

Nucléolos Mo visibles o|1 s] mas | Prominentas 1 6
pequefios y | frecuentemente mas vesiculares
discretos grandes

Cantidad del | Escaso Wariable, Moderadamente

citoplasma frecuentemente abundante

abundante

Basofilia del | Leve o moderada | Variable, profundo en | Muy profundo

citoplasma rara vez intenso algunos

Vacuolizacion del | Variable “ariable Frecuentemente

citoplasma prominente

a) el unico tipo inmunologicamente puro, de LLA gque puede ser consistentemente reconocido
morfolagicamente e invariablemente, lleva un receptor de Igh de superficie en su membrana.
De Lanzkowsky_Manual of Pediatric Hematology and Oncology 47 edicion

5.2 Clasificacion inmunoldgica:

Por medio de las técnicas como citometria de flujo se obtienen los marcadores de
superficie celular y citoplasma de los blastos, conocidos como anticuerpos
monoclonales, que a su vez permiten identificar el linaje del blasto ya sea precursor
B, t 0 B maduro y también permite definir el estado de diferenciacién del mismo
integrando asi el inmunofenotipo.

La clasificacion inmunofenotipica permite conoce la ontogenia de cada tipo
leucémico. Se conoce que esta clasificacion tiene implicaciones pronosticas, las
LLA de células B tienen un antigeno comun llamado CD10 + en su superficie, que
se asocia con traslocaciones MLL en particular con t (4:11); no esta claro si la
negatividad para CD10 tiene una importancia pronostica independiente en ausencia
de un reordenamiento del gen.

Se clasifican en 3 grupos, encabezando la lista por frecuencia las leucemias
linfoblasticas precursora B en un 70-80% de los casos, posteriormente las células T
en un 15% y finalmente las B maduras con un 2 a 5%.

5.2.1Subtipos de LLA de células B precursoras

- LLa de células B comun positiva para CD10 y sin inmunoglobulina de
superficie o citoplasmaética.

- LLa ProB negativa para CD10 sin inmunoglobulina de superficie o
citoplasmatica, presente en el 5% de los paciente s, este inmunofenotipo se
presenta con mayor frecuencia en lactantes y se relaciona con
reordenamientos del gen MLL




- LLA preB presencia de inmunoglobulina citoplasmética , el 25% de los
casos presenta translocacion t(1:19) de TCF3-PBX1
Se considera que 3 % de los pacientes presentan LLA pre B transicional, con
expresion de Ig de superficie de cadena pesada sin expresion de cadena ligera,
compromiso de gen CMYC o morfologia L3.

Clasificacion inmunoldgica de LLA segun grupo EGIL

LAL de linea B: CD22+ y/d CDT9a+ wo CD19+

Pro-B (B-): TdT+, CD10-, lgcitoplasma-, lgmembrana-, CO38+.
Comun (Bi08-II): TdT+, CD10+, lgcitoplasma-, lgmeambrana-, CO38+
Pre-B (B-ll): TdT+, CD10+-, Igcitoplasma +, Igmembrana-, CO33+-

B madura (BJV): CD20+, TdT-, CD10-, Igcitoplasma-, cadenas ligeras de superficie o citoplasmaticas
+ CD38-

LAL de linea T: CD3 de citoplasma +
Pro-T (Td): CD7+, CD2-, CD5-, CD&-, CD1a-
Pre-T (Tdlj: CD2+ yfo CD5+ yio CD8+, CD1a-, CD71+
T cortical: CD1a+, CD3 de superficie + o0 -, CDT1-
T madura: CD3 de superficie+, CD1a-, CD2+, CO&+, CD4/8+
De Protocolo LAL/SEHOP — PETHEMA 2013

5.2.2 Leucemia linfoblastica aguda de células T

Se define por la expresién de los antigenos relacionados con las células T (CD3
citoplasmatico, con CD7 mas CD2 o CD5 en los blastos; con frecuencia este tipo de
leucemia se relaciona con caracteristicas clinicas como sexo masculino, edad
avanzada, leucocitosis, masa mediastinal.

Las anomalias citogenéticas comunes en la LLA de la linea B, por ejemplo
hiperploidas son poco frecuentes en las de la linea T.

5.2.3 leucemia de linaje ambiguo

Menos del 5% de los casos de leucemia aguda infantil presenta linaje ambiguo, con
caracteristicas de linea linfoide y mieloide. Estos casos se diferencian de la LLA con
coexpresion mieloide en el sentido de que el linaje predominante no se puede
determinar por medio de estudios inmunofenotipicos e inminohistoquimica. La
definicion varia segun los estudio y actualmente la mayoria de los investigadores
usan los criterios establecidos por la Europena Group for the inmunological
characterization of Leukemias (EGIL) o los criterios mas rigurosos de la OMS, en
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esta Ultima es necesaria la mieloperoxidasa para determinar el linaje mieloide. Las
leucemias con fenotipo mixto se dividen en dos grupos:
- Leucemias Bilineales: en las que existen dos poblaciones distintas de
células.
- Leucemias bifenotipicas: en la que los blastos individuales exhiben
caracteristicas tanto linfoide como mieloide.

Criterios para la definicion de leucemia fenotipo ambiguo.

MIXED PHENOTYPE ACUTE LEUCEMIA, MPAL (WHO 2008)

Linea mieloide
MPO* & = 2 Antigenos de diferenciacion monocitica (NSE, CD11c, CD14, CDB4, lisozima)
Linea linfoide T

CD3c*™ 6 CD3s (raro en MPAL)

Linea linfoide B
CD19++y = 1 (expresion intensa); CO7%a, CD22c, CD10
0 CD19+ = 2 (expresion intensa), CO79a, CO22 ¢, CO10

*citometria de flujo, inmunohistoquimica o histoquimica
=ritometria de fiujo: Ac anti-CD3-£; inmunchistoquimica: Ac policional anti-CD3-C, no especifica de célula
T

De Protocolo LAL/SEHOP — PETHEMA 2013

5.3. Clasificacion genética

La evolucion en el andlisis citogenético ha contribuido al mayor entendimiento de la
biologia y tratamiento de la leucemia linfoblastica aguda de acuerdo a las técnicas
de genética molecular del espectro del cariotipo.

5.4 NUmero de cromosomas

-Ploidias
La ploidia en citometria de flujo se plasma en histogramas que se comparan con los
de poblaciones celulares control. En un tejido normal la mayor parte del contenido
celular se encuentran en fase GO y G1 del ciclo celular, es decir, permanecen en
una fase donde no hay division y su carga cromosOmica esta formada por el
numero de pares de cromosomas propios de su especie. Cuando una distribucion
de células coincide con el control se habla que el indice de DNA es de 1, todos los
indices de DNA que tienen valores diferentes de 1 se denominan aneuploides, los
menores de 1 hipodiploides y los mayores hiperdiploides, los que llegan a valor de
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2 se denominan tetradiploides. Por lo tanto se define el indice de DNA como el
cociente entre la cantidad de fluorescencia vista en una célula diploide normal y el
contenido de fluorescencia de los blastos en medula ésea.

-Hiperploidia alta

Se define como la presencia de 51 a 65 cromosomas por célula o indice de DNA
mayor a 1.16. Aproximadamente se presenta en un 20-25% de los casos de LLA de
células B precursoras, pero con muy poca frecuencia en la LLA de células T.

La hiperploidia se puede evaluar por medio de la medicidén del contenido de DNA de
las células (indice de DNA) o cariotipo. Esta alteracion genética, por lo general, se
presenta en los casos con factores pronésticos clinicamente favorables como edad
mayor a 1 afio y menor de 10 afios con recuento leucocitario bajo y es por si misma
un factor de pronostico favorable independiente. Las células leucémicas
hiperdiploides son especialmente susceptibles a la apoptosis y a acumular dosis
mas altas de metotrexate y sus metabolitos activos de poliglutamato, lo que explica
el desenlace favorable, aunque se ha observado que factores adicionales como la
edad, presencia de trisomias y la respuesta temprana al tratamiento modifican el
prondstico en conjunto.

-Hipoploidia (<46 cromosomas)

Se define como los casos de LLA de células B precursoras con un numero de
cromosomas menor que lo normal. Existen 4 grupos:

Casi haploidia: 24 a 29 cromosomas. En la LLA de esta clasificacion son comunes
las alteraciones dirigidas a la sefializacion de los receptores de la tirosin cinasa, la
via de sefalizacion RAS y el IKZF3.

Hipodiploidia baja: 33 a 39 cromosomas. En esta son comunes las alteraciones
genéticas que involucran TP53, RB1 e IKZF2, cabe destacar que el TP53 también
estd presente en un 40% de las células no tumorales, lo que indica que estas
mutaciones son de linea germinal.

Haploidia alta ; 40 a 43 cromosomas.

Casi diploidia: 44 cromosomas.

Los pacientes con menos de 44 cromosomas en sus células leucémicas tienen un
desenlace mas precario que aquellos con 44 a 45 cromosomas.

6. TRASLOCACIONES

6.1 CROMOSOMA FILADELFIA t (9:22)

El cromosoma Philadelphia (Ph), es un cromosoma 22 acortado que resulta de la
fusion entre el segmento 3' del protooncogen ABL, localizado en el cromosoma 9, y
la region 5' del gen BCR del cromosoma 22. Esta translocacion t(9;22) genera un
gen hibrido BCR/ABL, que se transcribe en un RNA quimérico. Existen dos regiones
principales de corte dentro del gen BCR que, a su vez, generan dos proteinas
diferentes. Una region se denomina Mbcr (Major Breakpoint Cluster Region) que
abarca los exones b1-b5 del gen BCR y codifica una proteina de 210 kD (p210). La
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translocacion a nivel de la region mBCR (Minor Breakpoint Cluster Region), genera
una proteina de 190 kD (p190). Ambas proteinas de fusion tienen su actividad
tirosin-quinasa aumentada, asi como capacidad de transformacién neoplasica.
Este cromosoma esta presente en apoximadamente 3 a 5% de los nifios con
Leucemia Linfoblastica Aguda y conduce a la produccion de una proteina de fusién
de BCR-ABL 1 con actividad de tirosin cinasa. Este subtipo es mas comudn en nifios
grandes con LLA de células precursoras y con recuento leucocitario alto. Este
cromosoma se ha relacionado con un pronostico extremadamente adverso, en
especial en aquellos pacientes que presenten ademas recuento leucocitario alto o
mala respuesta al tratamiento inicial. Los inhibidores de la tirosin cinasa de BCR-
ABL como el mesilato de imatinib son eficaces en los pacientes positivos a este
cromosoma.

6.2 TRASLOCACIONES DE MLL

El gen MLL se encuentra en el cromosoma 11 banda 23, donde reside el gen de
Linaje Leucémico Mixto (Mixed Lineage Leukemia o MLL, también llamado ALL-1 o
HRX), se ha descrito su presencia en mas de 60 genes fusionados, por lo que se
dice que es un oncogen el cual en estas translocaciones se pueden observar en
una amplia gama de patologias malignas hematologicas, principalmente en LLA y
LMA, asi como también en sindromes mielodisplasicos y en el linfoma de
Burkitt. Las traslocaciones que involucran este gen se presentan en hasta el 5% de
los casos de LLA infantil y se relacionan con un aumento en el riesgo de fracaso del
tratamiento. La traslocacion t(4:11) es la mas comun e involucra el gen MLL en nifios
con LLA, lactantes con recuentos leucocitarios altos son mas propensos a presentar
infiltracién a Sistema Nervioso Central con pobre respuesta a la terapia inicial.

6.3 TRASLOCACION TCF3-PBX1(TRASLOCACIONDE E2A-PBX1; T(1:19)

La translocacion t (1;19)(q23;p13) es una alteracibn molecular que se encuentra
frecuentemente en nifios con leucemias agudas linfobasticas de fenotipo pre-B.
Esta translocacion implica a los genes E2A y PBX1, localizados respectivamente en
los cromosomas 19p13 y 1923. El gen E2A tiene un papel esencial en la linfopoyesis
y regulacion del desarrollo normal de las células B; El producto de fusion E2A/PBX
resulta en una pérdida del control de la expresion normal de E2A que se ve
sustituida por una proteina quimérica con funcion andémala. Los pacientes
portadores de este reordenamiento tienen un prondstico desfavorable. Esta
traslocacion t (1:19) se presenta en el 5% de los casos de LLA infantil e involucra la
fusion del gen E2A en el cromosoma 19 con el gen PBX1 en el cromosoma 1. Esta
se puede presentar como traslocaciéon equilibrada o desequilibrada. Tiene
principalmente una relacién con la LLA preB (lg citoplasmatica positiva), se presenta
con mayor frecuencia en nifios afroamericanos.

6.4 TRASLOCACION t (12:21)

Se ha demostrado por biologia molecular la existencia de una translocacion criptica,
la t (12; 21) (p12;922) en la LLA de tipo B, que no se detecta por las técnicas
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citogenéticas convencionales e involucra los oncogenes TEL y AML1. Esta
alteracion es actualmente la mas comun en esta leucemia y se observa
aproximadamente en el 25 % de los casos. Diversos investigadores han planteado
gue dicha translocacion identifica a un subgrupo de pacientes con una evolucion
muy favorable, por lo que se considera un indicador de buen pronéstico. La
determinacion de la t (12; 21) en el estudio de LLA tiene importancia pronostica,
ademas de servir como marcador para la deteccion de la enfermedad minima
residual.

7. PRESENTACION CLINICA

Al realizar una Historia clinica completa enfocada a identificar los factores de riesgo
para desarrollar Leucemia Linfoblastica Aguda, incluyendo los antecedentes de
enfermedades genéticas e inmunoldgicas, ademas de inmunizaciones aplicadas.
En general los pacientes de inicio presentan un cuadro clinico insidioso y los signos
y sintomas reportados en la literatura internacional incluyen fiebre (61%),
hemorragias (48%), dolor 6seo ( 23%), linfadenopatias (50%), esplenomegalia
(63%) y hepatomegalia (68%).

La fiebre es el mas comun de los signos, en un tercio de los pacientes es producida
por la misma leucemia y por lo general aparece después de la terapia de induccion
por cursar con neutropenia grave.

La astenia y adinamia son en frecuencia el segundo sintoma que presentan estos
pacientes casi en el 50% debido a la presencia frecuente de anemia.

La palidez de piel y tegumentos se presenta en tercer lugar con un 40%, atribuido a
la anemia, enfatizando ademas que es debida a la hipoproduccién de serie roja
secundaria a la infiltracion de blastos a nivel medular.

Presentan trastornos de la coagulacién y trombocitopenia con a consecuente
presencia de hemorragias en varios niveles en un 35% de los casos.
Aproximadamente en mas del 50% cursa con adenopatias, hepatomegalia y
esplenomegalia que son manifestaciones de diseminacién linforeticular
extramedular.

La masa mediastinal esta presente especialmente en pacientes con LLA de células
T y cursa con sintomas de compresion de inicio disnea hasta sindrome de vena
cava superior.

Un sitio santuario involucrado son los testiculos, es raro que se presente al
diagnéstico, se presenta con aumento del volumen testicular, no doloroso sin
cambios de coloracion y frecuentemente unilateral, diagnosticado por biopsia en un
25% de los pacientes.

Investigar el tiempo de evolucion de la sintomatologia, tomando como base un
promedio de 4 a 6 semanas e investigar la presencia de los 5 sindromes que se
presentan en la Leucemia Linfoblastica Aguda.

1.- Sindrome anémico: Se caracteriza por la presencia de palidez y sintomas de
hipoxia como: fatiga, irritabilidad, astenia, adinamia, somnolencia, secundarios a la
disminucién de la hemoglobina.
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2.- Sindrome neutropénico: Se caracteriza por fiebre y/o procesos infecciosos
persistentes o recurrentes, secundarios a neutropenia.

3.-Sindrome purpurico: Se -caracteriza por petequias puarpura, equimosis,
epistaxis, gingivorragia u otras manifestaciones de sangrado secundarias a la
trombocitopenia.

4.- Sindrome Infiltrativo: Se caracteriza por la presencia de dolor 0seo;
adenomegalias; hepatomegalia; esplenomegalia; infiltracion a piel, parétidas,
encias, testiculos; formacion de tumores sélido, leucocitosis y masa mediasinal.

5.- Sindrome metabdlico: Se caracteriza por alteraciones bioquimicas que reflejan
la carga tumoral total y son la consecuencia de la proliferacion y destruccion
excesiva de las células leucémicas. Las alteraciones encontradas son:
hiperuricemia, hiperkalemia, hipocalcemia, hiperfosfatemia, elevacion de la
creatinina y elevacion de la deshidrogenasa lactica. (sindrome de lisis tumoral).

La infiltracion a Sistema Nervioso Central en general al momento del diagnostico es
de aproximadamente 5% en los pacientes con LLA de células B y puede llegar hasta
un 15% para la LLA de células T. en general es asintomética pero cuando se llega
a manifestar presentan incremento de la presion intracraneal, cefalea, vomito,
papiledema y paralisis de nervios craneales, convulsiones, hemiparesia, sindromes
cerebelosos, ataxia, dismetrias, hipotonias, hiperreflexia o sintomas hipotalamicos
como polifagia, hirsutismo y alteraciones en el comportamiento.

Las tres categorias de involucro al Sistema Nervioso Central:

-SNC 1: Liquido cefalorraquideo negativo para blastos independientemente del
recuento leucocitario.

-SNC 2: Liquido cefalorraquideo con menor de 5 células por microlitro y positivo
para blastos.

-SNC 3: Liquido cefalorraquideo con 5 0 mas células por microlitro y positivo para
blastos.

8. FACTORES DE RIESGO

Se enlistan diversas caracteristicas que afectan el prondstico:

-EDAD: La edad en el momento del diagndstico es de gran importancia bioldgica,
ya que refleja la diferencia de la biologia subyacente de LLA en diferentes grupos
etareos:

-- menores de un afo: los lactantes con LLA tienen un riesgo particularmente alto
de fracaso al tratamiento. El fracaso es mas comun en menores de 6meses con
recuentos leucocitarios extremadamente altos en el momento de la presentacion,
respuesta pobre a la profase de la prednisona y con reordenamiento del gen MLL
y mayor incidencia de compromiso de SNC. Se revelaron diferencias importantes
entre los pacientes menores de 90 dias y los lactantes mayores, lo que indica
comportamientos bioldgicos distintivos segun la edad para la LLA por traslocacion
de MLL.
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Los nifilos pequefios de lafio a menores de 10 afios tienen una mejor supervivencia,
el pronostico mejorado se explica por la mayor frecuencia de caracteristicas
citogenéticas favorables en los blastos leucémicos, como hiperploidia con 51 0 mas
cromosomas o trisomias cromosomicas favorables.

Los nifios mayores de 10 afios, la tasas de superviviencia a aumentado hasta el
72%, se ha reportado que tienen un mejor desenlace cuando se tratan con
protocolos usados en nifios, en lugar de aquellos usados para adultos.

Un recuento leucocitario en el momento del diagnostico mayor a 50 000 por
microlitro se utiliza, por lo general, como punto de corte operativo entre un mejor y
peor pronoéstico. Los pacientes con LLA de células B precursoras e hiperleucocitosis
tienen un aumento de riesgo de fracaso en el tratamiento.

9. Grupos de Riesgo

Los grupos de ensayos clinicos que estudian la LLA han utilizado sistemas de
clasificacion de riesgo para asignar a los pacientes al tratamiento con base en el
riesgo calculado de fracaso de tratamiento. En el sistema inicial se utilizan factores
clinicos como edad y recuento de leucocitos, se agrega la respuesta morfolégica
temprana de la medula osea, actualmente se agrega caracteristicas moleculares.

-Riesgo estandar: protocolo FARBER (debe cumplir con todos los criterios)
Edad >1afio y <9.9 afios
Cuenta de leucocitos al diagnostico <50000/mm3
Puncion lumbar en el dia 0 con LCR en SNC-1
Si la puncién es traumatica con 10/mcl o LCR con > 100 eritrocitos en el frotis y no
se observan blastos.
Ausencia de afectacion a pares craneales
Inmunofenotipo B +
Ausencia de inmunofenotipo T
Ausencia de ensanchamiento mediastinal
Ausencia de infiltracion testicular
Hiperploidia mayor de 50 cromosomas
indice de DNA mayor a 1.6
T (12:21) o gen de fusion TEL/AML1
Buena respuesta a la ventana esteroidea
Medula é6sea en el dia 14 <5% de blastos
Medula 6sea del dia 28 con criterios de remision completa

-Riesgo alto (debe cumplir con un solo criterio)
Edad menor de 1 afio y mayor de 10 afios
Cuenta de leucocitos al diagnostico >50000/mm3
SNC 20 SNC 3
Si la puncion es traumatica con 10/mcl o LCR con > 100 eritrocitos en el frotisy se
observan blastos.
Afectacion a pares craneales
Inmunofenotipo T
Ensanchamiento mediastinal
Infiltracion testicular
Hipoploidia menor de 50 cromosomas
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indice de DNA menor a 1.6

Traslocaciones t (1:19) o gen de fusion E2APBX1

T (4:11) o gen de fusion MLL o t (9:22)mo gen de fusién de BCR/ABL que no tengas
otros criterios para muy alto riesgo.

Pobre respuesta a la ventana esteroidea

Medula 6sea en el dia 14 >5% de blastos.

Dana Farber Cancer Institute

En el ensayo clinico actual realizado los pacientes con LLA de células B precursoras
se clasifican inicialmente como de riesgo estandar o alto segun la edad, el recuento
leucocitario de presentacion y la presencia o ausencia de enfermedad en el sistema
Nervioso Central. Tras completar un régimen de induccién a la remision con cinco
farmacos a las cuatro semanas del diagnostico, el indice de Enfermedad Residual
Minima (ERM) se determina por medio de ensayo de la PCR. Los pacientes con
ERM alta (>0.001 se clasifica como de riesgo muy alto y reciben una consolidacion
mas intensiva posterior a la remisién. Los pacientes con ERM baja <0.001 contintan
recibiendo tratamiento segun su clasificacion inicial del grupo de riesgo. El objetivo
de este nuevo esquema de clasificacion es determinar si la intensificacién del
tratamiento mejorara el desenlace de los pacientes con ERM alta al final de la
remision. Los pacientes con LLA de células T se tratan de alto riesgo,
independientemente del estado de la ERM. Todos los pacientes con traslocaciones
de MLL o hipoploidia (<44 cromosomas) se clasifica como riesgo muy alto,
independientemente del estado de la ERM o el fenotipo.

Enfermedad minima residual

El estudio de enfermedad minima residual por citometria de flujo ha permitido
profundizar en el estudio de medula 6sea. El nivel de células indetectable por
métodos morfolégicos u citoquimicos convencionales se ha modificado por medio
de la enfermedad minima residual que permite identificar este nimero de células.
Es una medicién molecular de la leucemia donde es capaz de detectar células
anormales, una célula en 10000 células normales o mas lo que es cuantitativamente
mas sensibles que las técnicas usuales.

Actualmente algunos grupos relacionan los niveles de Enfermedad minima Residual
en el dia 19 con mejor prondstico; el estudio se realiza al dia 15 y 33 relacionandose
como predictor de recaida en mas del 90 % de los casos.

9. Fases de Tratamiento

9.1 Induccién alaremision

El objetivo de la primera fase es inducir una remisién completa disminuyendo
logaritmos de células tumorales hasta 108, suele durar 4 semanas. En general
cerca del 98% de de los pacientes recién diagnosticados con células B precursoras
alcanzan la remision completa hasta el final de la fase, los pacientes con leucemia
de células T o con recuentos leucocitarios altos en el momento de la presentacion
tiene tasas relativamente mas elevadas. Los quimioterapicos que se incluyen son
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vincristina, esteroides, L asparginasa, antraciclinas, doxorrubicina. De aquellos que
no logran alcanzar la RC en las cuatro semanas, presentaran muerte por toxicidad
durante la fase de induccion y la otra mitad presentara enfermedad resistente.

9.2 Fase de intensificacion

Se administra tratamiento sistémico en conjunto con terapia dirigia a SNC; la
intensidad de quimioterapia varia de acuerdo al grupo de riesgo, el esquema de
intensificacion se usa con mayor frecuencia la terapia basica. Incluye los siguientes
aspectos: una consolidacion inicial inmediatamente después de la fase de induccion
inicial, en esta fase se incluye ciclofosfamida, citarabina en dosis baja y tiopurina
(mercaptopurina tioguanina)

9.3 Fase de consolidacién

Una consolidacion inmediatamente después de fase de induccion inicial incluye
ciclofosfamida, citarabina y mercaptopurina a diferentes dosis de acuerdo a la
clasificacion de riesgo.

9.4 Fase de mantenimiento

En la mayoria de los protocolos la terapia basica de mantenimiento incluye
mercaptopurina oral diaria y metotrexate oral o parenteral cada semana, el control
minucioso de los pacientes en esta fase es imprescindible tanto por la toxicidad
relacionada a farmacos como al apego terapéutico, la quimioterapia intratecal para
la terapia santuario del SNC continua durante la terapia de mantenimiento, se ha
visto que la falta de apego al tratamiento oral se relaciona con aumento significativo
del riesgo de recaida. Los pulsos de vincristina y corticosteroides se afiaden con
frecuencia a la terapia basica de estandar de mantenimiento, por lo general, la
guimioterapia de mantenimiento hasta los 2 o 3 afios de remisiébn completa. La
prolongacion de la terapia de mantenimiento por mas de 3 afios no mejora el
pronstico.
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ANTECEDENTES

Cortactina y HS1son proteinas homadlogas de unién a actina, que participan en la
adhesion y migracién, se sobreexpresa en las células oncolégicas y se asocian a la
invasion.

La sobreexpresion de Cortactina en células de cancer solidos se asocia a mal
pronéstico, relacionado con su agresividad y capacidad de invasion (3).

La sobreexpresion de Cortactina y HS1 muestra una asociacién con mal prondstico
en pacientes con Leucemia Linfoblastica Crénica (4).

Estudios preliminares muestran que las células oncoldgicas de pacientes con
Leucemia Linfoblastica Aguda presentan heterogeinidad de altos niveles de
Cortactina (Estudios preliminares proyecto HIM)

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente aproximadamente el 80% de los pacientes con Leucemia Linfoblastica
Aguda que reciben diagndstico oportuno y tratamiento adecuado sobeviven a largo
plazo. Varios estudios ha reportado que existe en las células leucémicas una
sobreexpresion de cortactina y HS1, basandose en la participacion que tienen en la
adhesion celular y en la migracién controlandos por GTPasas, dinamica de actina y
reclutamiento de moléculas de adhesion en los leucocitos, o que expresa una
probable responsabilidad de la infiltracion extramedular.

La relacion que existe entre la presencia de estas proteinas y la clasificacion de
riesgo de la Leucemia Linfoblastica Aguda en el momento del diagndéstico proveera
informacion pronostica para un tratamiento oportuno y evitar infiltracion a diversos
organos, ya que se harelacionado su participacion en estudios previos con una alta
capacidad de migracion a tejidos.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe asociacion entre el nivel de Cortactina y HS1 con la clasificacién de riesgo
en los pacientes con Leucemia Linfoblastica aguda infantil en Hospital Infantil de
México Federico Gémez?

JUSTIFICACION

La leucemia linfoblastica aguda LLA es una de las principales causas de muerte en
infantes, y a pesar que el implemento de nuevos tratamientos ha logrado aumentar la
sobrevivencia, factores como la infiltracion de células leucémicas a sistema nervioso
central, higado, bazo, pulmén o testiculo causando metastasis, cambian el prondstico de
la enfermedad y ponen en riesgo la remision de estos pacientes. Hasta el momento se
desconocen los mecanismos que permiten que estas células o sus precursoras tengan
una localizacion extramedular, diversos grupos de investigacion se han enfocado en el
estudio de alteraciones en moléculas relacionadas con la capacidad migratoria y de su
retencion dentro de la médula 6sea para tratar de explicar la infiltracion en otros érganos.
Se sabe que cortactina y HS1 estan sobreexpresadas en células leucémicas, y que la
ausencia de cortactina y HS1 reduce la transmigracion de leucocitos Sin embargo, es
incierto como éstas proteinas regulan la diseminacion de las células progenitoras
hematopoyéticas iniciadoras de la leucemia.

Las leucemias infantiles representan la principal causa de mortalidad en la poblacion
infantil, es considerada como prioridad de salud infantil.

La incidencia en México de 73.5 casos por millon en nifios por un afo. Y representa una
mortalidad de 5.4 por cada 100 000 nifios anualmente.

La Cortactina y HS1 podrian estar asociadas a la agresividad de la patologia e invasion,
por lo que la investigacién de su papel biolégico y la asociacién con las caracteristicas
clinicas del paciente podrian tener un impacto favorable en el prondstico y tratamiento
oportuno de las leucemias agudas.

Actualmente el Hospital Infantil de México Federico Gomez es considerado un centro de
referencia y concentracion nacional para pacientes oncoldgicos y cuenta con la
infraestructura para sospecha, diagndstico y tratamiento de leucemias infantiles.

Este proyecto basado en el protocolo con registro HIM 2015-051, sera dirigido con la
colaboracion activa de los siguientes institutos e investigadores:

Hospital Infantil de México Federico Gémez
Centro Médico Nacional Siglo XXI
Biomedicina Molecular CINVESTAV

Tendra un impacto social en caso de confirmar la hipétesis, pues ayudara con el
prondstico temprano Yy tratamiento oportuno para evitar las metastasis.
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El resultado sera de amplia magnitud para la salud por ser un problema prioritario.

OBJETIVOS

GENERAL

Determinar si existe asociacion entre la expresividad de Cortactinay HS1 en médula
Osea de pacientes con la clasificacion de riesgo de Leucemia Linfoblastica Aguda.

ESPECIFICOS

- ldentificar la expresion de Cortactina y HS1 en médula 6sea de pacientes
con Leucemia Linfoblastica Aguda.

- Clasificar el riesgo de la Leucemia Linfoblastica aguda en pacientes de nuevo
diagnéstico.

- Relacionar los niveles de Cortactina y HS1 con la clasificacion de riesgo de
Leucemia Linfoblastica aguda a través de diversos métodos estadisticos.

HIPOTESIS

Se espera que los niveles de cortactina y HS1 tengan una asociacion directa con la
clasificacion de riesgo, considerando que Cortactina y HS1 se encuentran
sobreexpresados en las células hematopoyéticas de nifilos con leucemia
linfoblastica aguda.

METODOS

Se realiz6 un estudio descriptivo, transversal, prospectivo y analitico en el que se
estudiaron pacientes pediatricos mexicanos del Hospital Infantil de México Federico
GOmez con diagnostico de Leucemia Linfoblastica Aguda de Novo y en recaida en
edades de 0 a 18 afios en un periodo de 01.12.15a 01.12.16
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Descriptivo: Todo estudio cuyos datos son utilizados con la finalidad puramente
descriptiva.

Transversal: En el que se examina la relacion entre una enfermedad y una serie de
variables en una poblacién determinada.

Prospectivo cuyo inicio es anterior a los hechos estudiados y los datos se recaban
a medida que se van presentando.

Analitico porque evalla una presunta relacion causa efecto.

Se analizaron caracteristicas clinicas, bioquimicas, por citometria de flujo e
intensidad media de fluorescencia en aspirados de medula 6sea en busca de
determinacién cuantificacion de cortactina en el momento del diagnéstico y en los
casos de recaida, ademas de estudiar la diferenciacion celular por clasificacion
morfoldgica, inmunofenotipo y citogenética.

Se aplicé metodologia con correlacion de Pearson y diferencia de medias con U de
Mann Whitney.

Criterios de inclusion:

Edad 0-18 afos

Sexo indistinto.

Diagnostico de primera vez y recaidas.

Sin terapia previa en primera vez.

Criterios de exclusion:
Edad mayor a 18 afos

Pacientes con Leucemia Linfoblastica aguda con tratamiento previo.

Criterios de eliminacion

Pacientes sin estudios moleculares.

Pacientes sin expediente clinico
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CONSIDERACIONES ETICAS

En la investigacion ética lleva implicito el reconocimiento de un juicio y es materia
de discusion, analisis y evaluacion; y de acuerdo al Cddigo de Nuremberg sélo las
personas mentalmente competentes pueden ser sujetos de investigacion, cuestion
gue fue ampliada en la Declaracion de Helsinki hacia las personas con discapacidad
mental y los menores de edad mediante la introduccion del consentimiento
informado del representante o tutor legal. El juicio es efectuado por los miembros
de los comités de ética.

La reflexion va encaminada a diversos documentos que definen los requerimientos
eticos de las investigaciones, resumidos muy adecuadamente por Ezequiel
Emanuel: Valor social y cientifico, validez cientifica, justa seleccion de los sujetos,
positiva relacion riesgos -beneficios, evaluacion independiente, consentimiento
informado, y respeto por la autonomia y bienestar de los sujetos. Tales requisitos,
aplicables a la investigacion biomédica y psicosocial han sido consensuados
internacionalmente y se ha dado una extensa discusién al respecto.

Se tiene como consideracién general, ademas, que la ética de la investigacion
incluye el respeto a su privacidad en la informacién que suministre, de acuerdo con
reglas claras de confidencialidad en el manejo de muestras y datos, esto asociado
a que el respeto ético debe considerar la formulacion de un problema de
investigacion con sentido cientifico-humano, que debera ser resuelto con andlisis
de datos. En conjunto se integran las consideraciones éticas con el objetivo de
perpetuar el bienestar del paciente.

De acuerdo a lo anteriormente citado, se expone que nuestro estudio no conlleva

ningun tipo de riesgo humano ni cientifico, por lo que la consideracion ética aplicable
es el respeto a la confidencialidad de datos.
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PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO

ESTADESTICA DESCRIPTIVA
ESTADISTICA INFERENCIAL
MEDIDAS DE CORRELACION

El analisis de las variables se realiz6 utilizando el método de correlaciéon de Pearson
y diferencia de medias por el método U de Mann Whitney.

DESCRIPCION DE VARIABLES

VARIABLE CONCEPTO OPERACIONAL | ESCALA DE | TIPO DE
MEDICION VARIABLE

EDAD Tiempo que ha | Interrogatorio Afios y meses | Numérica
transcurrido continua
desde el
nacimiento de un
ser vivo.

SEXO Caracteristicas Genero cualitativa Dicotémica
genotipicas y nominal
fenotipicas de los
seres humanos

CRITERIO DE | Clasificacion de | Analisis de | Suma de | Dependiente

RIESGO AL | pacientes en base | caracteristicas variables

DIAGNOSTICO a caracteristicas
inmunobiolégicas.

CUENTA Numero de | Reporte de | Cuantitativa en | Independiente

LEUCOCITARIA AL | glébulos blancos | laboratorio serie

DIAGNOSTICO en la primera | clinico
biometria
hematica

INMUNOFENOTIPO

Caracteristicas
inmunolégicas vy
genéticas de un
organismo

Deteccidn de
anticuerpos
monoclonales de
superficie T o B
por citometria de
flujo.

Cuantitativa

Dependiente
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MORFOLOGIA Caracteristicas Forma, tamafio, | Cualitativa Descriptiva
estructurales de | ndcleo,
la célula. citoplasma
TRASLOCACIONES | Intercambio entre | Cariotipo Cuantitativa Dependiente
dos fragmentos técnica de
de cromosomas. bandeo GTG
INFILTRACION A | Presencia de | Liquido Cuantitativa de | Dependiente
SNC células cefalorraquideo | blastos
leucémicas al | citometria de
SNC flujo
RESPUESTA Persistencia de | Porcentaje  de | Cualitativa Dicotémica
MEDULAR linfoblastos en | blastos. Mayor o0 menor | nominal
medula 6sea con | Observacion de 5%
quimioterapia. medula 6sea
INFECCIONES Invasion y | Clinica Abordaje Independiente
QUE RETRASEN | crecimiento de un infectologico
LA microorganismo
QUIMIOTERAPIA en el cuerpo
SINDROME Se caracteriza por | Clinico Cualitativa Dependiente
INFILTRATIVO dolor 0seo;
adenomegalias;
hepatomegalia;
esplenomegalia;
infiltracion a piel,
parétidas, encias,
testiculos.
SINDROME Se caracteriza por | Clinico y | Cualitativa vy | Dependiente
ANEMICO la presencia de | hemograma cuantitativa de

palidez y
sintomas de
hipoxia como:
fatiga,
irritabilidad,
astenia,
adinamia,
somnolencia,
secundarios a la
disminucion de la
hemoglobina.

cifra de
hemoglobina
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SINDROME Se caracteriza por | Clinico y | Cuantitativo de | Dependiente
NEUTROPENICO fiebre y/o | hemograma cifras de

procesos neutrdéfilos

infecciosos

persistentes 0

recurrentes,

secundarios a

neutropenia.
SINDROME Se caracteriza por | Clinico y | Cualitativa y | Dependiente
HEMORRAGIPARO | petequias hemograma cuantitativa de

purpura, cuenta

equimosis, :

epistaxis, plaquetaria

gingivorragia

secundarias a la

trombocitopenia.
SINDROME DE | Se caracteriza por | Reporte de | Cuantitativa Dependiente
LISIS TUMORAL alteraciones laboratorio de valores

bioquimicas  que | ¢jiico bioquimicos

reflejan la carga
tumoral total y son
la consecuencia
de la proliferacién
y destruccion
excesiva de las
células
leucémicas.
alteraciones
encontradas son:
hiperuricemia,
hiperkalemia,
hipocalcemia,
hiperfosfatemia,
elevacién de Ia
creatinina y
elevacién de la
deshidrogenasa
lactica. (Sindrome
de lisis tumoral).

Las
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RESULTADOS

En el presente estudio se obtiene una muestra de 16 pacientes (100%), quienes

ingresan con diagnéstico de sindrome infitrativo y

anémico con sospecha
diagnéstica de Leucemia Linfoblastica Aguda, las principales caracteristicas
encontradas en la sintomatologia fue palidez, astenia, adinamia, pérdida de peso,

ganglios cervicales, axilares, inguinales, popliteos, hepatoesplenomegalia.

Dentro de estos datos se obtiene

Caracteristica MUESTRA “N” PORCENTAJE
Sexo Masculino 9 56.25%
Femenino 7 43.75%
Edad Menor de lafio 0 0%
1-2 afos 4 25%
3 a5 afos 3 18.75%
6 a 9 afos 3 18.75%
Mayor a 10 afios 6 37.5%
Leucocitos >50000 4 25%
<50000 12 75%
Linea celular B 16 100%
T 0 0%
Morfologia L1 4 25%
L2 8 50%
M1 2 12.5%
M3 1 6.25%
NO 1 6.25%
ENCONTRADO
Inmunofenotipo Pro B 6 37.5%
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Pre B 7 43.75%

Pre —Pro B 1 6.25%

NO 2 12.5%

CONCLUYENTE
Respuesta al | Si 13 81.25%
esteroide

No 3 18.75%
Sindrome Si 15 93.75%
infiltrativo

No 1 6.25%
Sindrome Si 13 81.25%
anémico

No 3 18.75%
Respuesta Dia 7 6 37.5%
medular

Dia 14 6 37.5%

Dia 21 2 12.5%

Dia 28 1 6.25%

No reportado 1 6.25%
Traslocaciones Positiva 6 37.5%

Negativa 10 62.5%
Infiltraciébn a SNC | Positivo 2 12.5%

Negativo 14 87.5%
Recaida Positivo 4 25%

Negativo 12 75%
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Se describen 9 pacientes masculinos (56.25%) y 7 femeninos (43.75%), con una
relacion de 1.2:1 con predominio masculino, el grupo etareo mas comun de
presentacion se encuentra equiparable en un 18.75% en nifios de 3-5 y 6-9 afios,
presentando un predominio en mayores de l10afios con un 37.5%. El recuento
leucocitario se encontr6 en un 75% con valor pronéstico de riesgo habitual
correspondiente a recuento leucocitario menor a 50 000; la linea celular alterada se
encontré en un 100% de linaje B y morfolégicamente un 50% de los pacientes con
caracteristicas de L2 de acuerdo a la FAB, con reporte de inmunofenotipo Pre B en
un 43.75%, Pro B en un 37.5%, pre-pro B 6.25% y con reporte no concluyente en
un 12.5%.

La respuesta al tratamiento se evalud con la ventana esteroidea, en donde se
observo que el 81.25% de los pacientes presentaron disminucion del porcentaje de
blastos y un 18.75% reportados sin respuesta al persistir con porcentaje elevado
de células inmaduras.

Se evalud la remision a medula 6ésea encontrando valores equiparables con 37.5%
presentando remision a los 7 y 14 dias con reporte menor al 5% de blastos, y en un
12.5% no se presento6 respuesta en medula ésea persistiendo hasta el dia 21 con
un reporte de blastos mayor al 5%, en menor porcentaje se encuentra 6.25%
correspondiente a la remision el dia 28.

El panel de traslocaciones fue positivo en un 37.5% y negativo en 62.5% .

En el abordaje diagnostico con puncién lumbar se encontré en el 87.5% con reporte
negativo a infiltracion a Sistema Nervioso Central.

Clinicamente las manifestaciones que predominaron fueron el conjunto de signos y
sintomas con integracion de sindrome infiltrativo en 93.75% de los pacientes a
expensas de adenomegalias dolorosas en regién cervical, axilar, inguinal, poplitea,
ademas de hepatomegalia y esplenomegalia. Al examen inicial clinico y con
biometria hematica se reporta un 81.25% de los casos con presencia de sindrome
anémico a expensas de palidez generalizada, sintomatologia de malestar general y
disminucién en la cifra de hemoglobina.
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EXPRESION DE CORTACTINA

15+

10+

Incremento de Intensidad de Fluorescencia

Grafica 1. Intensidad media de fluorescencia (IMF), correspondiente a los niveles de cortactina en las poblaciones
de precursores y progenitores en médula 6sea de pacientes con LLA.

Los niveles de expresion de cortactina analizados por citometria de flujo vy
reportados como intensidad media fluorescencia, se encuentran elevados en
81.25% de los pacientes correspondiente con los pacientes clasificados en Alto
riesgo, correspondiendo a la adicion de otras variables de riesgo como edad,
hiperleucocitosis, presencia de traslocaciones, infiltracion primaria a sistema

T
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nervioso central, pacientes sin respuesta a esteroide y recaida.

CORRELACION DE VARIABLES

Variable Valor de p
Edad 0.882
DHL 0.522
Hiperleucocitosis 0.722
Hemoglobina 0.329




Leucocitos 0.998

Plaquetas 0.095
Blastos en sangre periférica 0.691
Blastos en médula 6sea 0.209

TABLA 1. Correlacién de variables: SPSS Valores de cortactina y variables aplicando la correlacién de Pearson.

DIFERENCIA DE MEDIAS ENTRE CORTACTINA Y VARIABLES

Variable Valor de p
Respuesta inicial a esteroide 0.051
Adenomegalias 0.013
Recaida 0.005
Hiperleucocitosis 1.000
Hepatomegalia 0.711
Esplenomegalia 0.903
Citopenias 0.533
Inmunofenotipo 0.572
Traslocacion 0.556
Infeccion en induccidn a laremision 0.545
Riesgo 0.382
Sexo 0.791
Edad 0.386
Defuncion 0.313

TABLA 2. Diferencia de Medias entre Cortactinay variables estudiadas: SPSS Relacion entre los valores de cortactina
y las variables aplicando diferencia de medias mediante U Mann Whitney. Valores de p significativos <0.05
.Destacando Respuesta al esteroide (p= 0.051), adenomegalias (p= 0.013) y recaidas (p= 0.005) en pacientes con
diagnéstico de Leucemia Linfoblastica Aguda.
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DISCUSION

Se han analizado los niveles de expresién de cortactina en médula 6sea en 16
pacientes diagndsticados con Leucemia Linfoblastica Aguda, de acuerdo al analisis
de datos en expediente clinico y la aplicacion de los métodos estadisticos hemos
observado una correlacion de los niveles de expresion de cortactina en médula 60sea
con el desarrollo de la enfermedad y factores de riesgo como las variables
consideradas en éste estudio; es de destacarse que la mayoria de las variables,
gue se toman como factores de riesgo en éste analisis corresponden con el 81.25%
de los pacientes que se encuentran clasificados en Alto Riesgo.

Se observa que en el 25% de los pacientes se presenta una expresion mayor de
cortactina que supera los valores altos respecto a los pacientes considerados de
alto riesgo y que de acuerdo al analisis clinico, bioquimico y estadistico se evidencia
una correlacion estrecha con pacientes que presentaron recaida a médula 0sea y
de estos el 50% adicionalmente se corroboré mala respuesta al esteroide, como
factor de riesgo adicional; dichos sucesos son importates ya que en otro tipo de
neoplasias, incluyendo a LLC-B , cortactina se encuentra sobreexpresaday se le ha
relacionado con factores de riesgo y metastasis.

Al ingresar los datos de nuestra base a un programa estadistico SPSS; informéatico
de correlacion para verificar la significancia entre variables, obtuvimos que la
relacion que existe entre los niveles de cortactina elevados y las variables
estudiadas se evidencia con la diferencia de medias utilizanto U de Mann Whitney,
ya que la media de cortactina es mayor en pacientes que no respondieron a la
terapia inicial con esteroides, lo cual representa una p=0.051, ademas de la forma
de presentacion de la enfermedad con sindrome infiltrativo representado por la
presencia de adenomegalias principalmente, correspondiendo a un valor de
p=0.013, y en cuanto a la expresion de cortactina mayor que la media en pacientes
gue presentaron recaida a médula 6sea, correspondiente a una p=0.005,
destacando esta Gltima variable por la importancia en la evolucién clinica.

De acuerdo al analisis estadistico existe la relacion mencionada, sin embargo cabe
mencionar que para ampliar y solidificar estos resultados se requiere una mayor
muestra de pacientes.
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CONCLUSION

Con el estudio clinico, de acuerdo a la forma de presentacion y al motivo de
consulta; biogquimico con la medicién de cortactina en médula 6sea de pacientes
con diagnostico de Leucemia Linfoblastica aguda y estadistico con la aplicacion de
diferencia de medias con U de Mann Whitney y correlacion de Pearson con lo que
se integra de acuerdo a las variables estudiadas y factores de riesgo, se determina
una asociacion entre la expresion alta de cortactina con los pacientes clasificados
como Alto Riesgo, llamando la atencion una media mayor de cuantificacion de
cortactina en pacientes que en el seguimiento de la evolucién de la enfermedad
presentaron recaida.

La importancia del estudio coincide con los pacientes de alto riesgo, teniendo un
nivel significativo de relacion con los niveles de cortactina, integrando la forma de
presentacion clinica con sindrome infiltrativo, la probable respuesta o no a la terapia
inicial con esteroide y la sospecha de recaida de la enfermedad. Basados en
nuestros datos con la sobreexpresion de cortactina y falta de respuesta a terapia
inicial con esteroide que se encuentra con p=0.051, la relacion cortactina con la
presencia de recaida, ya que se encuentra con p=0.005, con lo que se evidencia
gue existe una relacion entre la expresion elevada de cortactina, factores de riesgo
y mal pronostico de la enfermedad, siendo estas caracteristicas lo mas relevante
hasta el momento.

Concluyendo que se establece una asociacion directa entre los niveles de
cortactina, por lo que se podria utilizar como factor de mal pronéstico de forma
temprana para iniciar un tratamiento oportuno y de acuerdo a la sobreexpresion
determinar el riesgo de recaida para normar estrategias terapéuticas.
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LIMITACION DEL ESTUDIO

Los datos publicados en diferentes protocolos se han percatado de la actividad de
cortactina sin embargo, hasta el momento no proveen las bases para realizar un
analisis estadistico debido a que actualmente la “N” de estudio no es significativa.

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

MNoviembre 2015
Fecha de inicio:
N Di Ene- | Mar- | May- Jul- Sep- | Mow-
{mes/afio) 1‘;’ 1'; Feb | Abr | Jun | Ago | Oct | Dic | Ene Feb
16 16 16 16 16 16
ACTIVIDAD
Obtencidnde muestras | XX
Estandarizacion de YA SE
técnica TIEME
Inclusion de pacientes XX | XX XX XX KX XX XX KX KX
Realizacion de estudios XX | XX XX XX XX XX XX HX XX
Analisis de los estudios XX | XX XX XX XX XX XX HX XX
P —
resentacion de XX
resultados
Elabnrac!onde WX
Manuscritos
Publicacion HX
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