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DRA. IRMA OLARTE CARRILLO
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_Presente

Por medio de la presente hago de su conocimiento que el protocolo titulado: “ASOCIACION DE LA EXPRESION DE DOS
MARCADORES (FLT3 ITD, ABCB1) SOBRE EL PRONOSTICO DE PACIENTES PORTADORES DE LEUCEMIA MIELOIDE
AGUDA" con clave de registro DI/20/204/03/53, fue presentado a los Comités de Etica en Investigacién, Comité de
Investigacion y el Comité de Bioseguridad, quienes dictaminaronsuAPR O B A C 10 N, por lo que puede dar inicio a
su investigacion.

Nota: Usted registro el proyecto con el tipo de financiamiento 03 (Recursos Existentes en el Hospital), por lo
tanto, sélo podra utilizar los recursos existentes dentro de su servicio, esto quiere decir que NO incluye el
apoyo para estudios de laboratorio, gabinete, reactivos o insumos.

“A la Vanguardia en el Cuidado de la Vida"

Atentamente
Director de Investigacién

\!
th
5

DR. JOSE DAMIAN CARRILLO RUIZ
Con fundamento en lo establecido en el articulo 44
del Estatuto Organico del Hospital General de México.
la Dra. Mayra A. Bustos Esquivel firma en suplencia del
Director de Investigacion
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1. RESUMEN EN ESPANOL

Introduccion: La leucemia aguda mieloide es una entidad heterogénea definida por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como una proliferacion anormal de precursores
mieloides de tipo blastico que invade la médula ésea o tejidos extramedulares.

Aunque se han realizado multiples avances en la comprension de su fisiopatologia y en la
terapia, todavia sigue siendo una enfermedad devastadora y con pobre supervivencia
global. Existen varios factores que permiten predecir la probabilidad de recaida, siendo los
principales las alteraciones citogenéticas y moleculares, asi como los polimorfismos.

Objetivos: el objetivo principal del estudio fue valorar la asociacion de la expresioén de las
proteinas FLT3-ITD y ABCB1, y su relacién con el resultado de los pacientes con Leucemia
aguda mieloide.

Metodologia: estudio de tipo prospectivo en 33 pacientes con diagnostico de Leucemia
Aguda mieloide, confirmados por morfologia e inmunofenotipo, segun los parametros
establecidos por la OMS. Mediante PCR se hizo la determinacion de la presencia de la
mutacion FLT3-ITD asi como de los polimorfismos de expresion de ABCB1, y
posteriormente se realizo el analisis estadistico con el programa SPSS 20.0.

Resultados: Encontramos que la expresion de ABCB1 alto fue de 45%, mientras que la de
FLT3-ITD fue del 12%; de los analisis estadisticos realizados se puede inferir que la
expresion alta de ABCB1 se relaciona con una menor supervivencia a 40 meses en relaciéon
a los pacientes con expresion baja (normal) o nula de esta proteina. La expresiéon de FLT3-
ITD fue ligeramente menor a la reportada en la mayoria de series latinoamericanas. Se
requieren mas estudios para poder validar estos hallazgos, asi como la realizaciéon de
estudios multicéntricos en poblacion latinoamericana, con el objetivo de mejorar la
supervivencia y la calidad de vida de estos pacientes.



2. RESUMEN EN INGLES (ABSTRACT)

Introduction: Acute myeloid leukemia is a heterogeneous entity defined by the World Health
Organization (WHQO) as an abnormal proliferation of blast-type myeloid precursors that invades
the bone marrow or extramedullary tissues.

Although multiple advances have been made in understanding its pathophysiology and in
therapy, it still remains a devastating disease with poor overall survival. There are several
factors that allow predicting the probability of relapse, the main ones being cytogenetic and
molecular alterations, as well as polymorphisms.

Objectives: the main objective of the study was to assess the association of the expression of
the FLT3-ITD and ABCB1 proteins, and their relationship with the outcome of patients with
acute myeloid leukemia.

Methodology: prospective study in 33 patients with a diagnosis of Acute Myeloid Leukemia,
confirmed by morphology and immunophenotype, according to the parameters established by
the WHO. Using PCR, the presence of the FLT3-ITD mutation was determined, as well as the
expression polymorphisms of ABCB1, and later the statistical analysis was performed with the
SPSS 20.0 program.

Results: We found that the expression of high ABCB1 was 45%, while that of FLT3-ITD was
12%; From the statistical analyzes carried out, it can be inferred that the high expression of
ABCB1 is related to a lower survival at 40 months in relation to patients with low (normal) or null
expression of this protein. The expression of FLT3-ITD was slightly lower than that reported in
the majority of Latin American series. More studies are required to validate these findings, as
well as the performance of multicenter studies in the Latin American population, with the aim of
improving survival and quality of life in these patients.



3. ANTECEDENTES

La leucemia aguda mieloide (LAM) es una enfermedad clasificada de acuerdo a la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) dentro del grupo de las neoplasias mieloides, cuya
clasificaciéon se muestra en la tabla 1." Es el resultado de una secuencia de mutaciones
somaticas en una célula hematopoyética multipotencial primitiva.? La exposicion a radiacion, a
dosis altas de benceno, cigarrillo aumentan la incidencia de esta enfermedad. Un aumento en
la proporcion de casos se ha visto después de que un paciente con linfoma, un cancer no
hematolégico, o una alteracion autoinmune es expuesto a quimioterapia intensiva,
especialmente con agentes alquilantes o inhibidores de la topoisomerasa |l. La célula mutante
hematopoyética adquiere las caracteristicas de una célula madre capaz de auto renovacion y
diferenciacion anormal. Tiene ventaja en el crecimiento y sobrevivencia en relacion al resto de
células de la médula 6sea. Resultado de tal proliferacién, la hematopoyesis normal es inhibida,

y caen los niveles normales de células rojas, neutrofilos y plaquetas. 3

Cuadro clinico
La anemia se refleja en debilidad, limitacién del ejercicio, palidez; la trombocitopenia en

hemorragias espontaneas, sobre todo de piel y membranas mucosas; la neutropenia y
monocitopenia en infecciones, que generalmente no son graves al diagndéstico, pero a menudo

se agravan por el progreso de la enfermedad o la quimioterapia intensiva.*



Diagnéstico y clasificacion

El diagndstico se basa en el conteo celular de sangre periférica y en el estudio de la médula
0sea, encontrando células leucémicas o blastos utilizando la clasificacion de la asociacion
Franco-Americano-Britanica (FAB) (Tabla 1 y Tabla 2). El diagndstico se confirma por
inmunofenotipo en el que se encuentran ciertos cluster de diferenciacion (ej. CD13, CD33).
Ciertas alteraciones genéticas son frecuentes, incluidas t(8:21), t(15:17), inversiéon de 16 o
t(16:16), trisomia 8, y deleciones de todo o parte del cromosoma 5 o 7. Se usa ademas
marcadores moleculares de mutaciones comunes como NPM1, CEBPA, RUNX-1, FLT3, TET2,
sobre todo para prondstico. °

El tratamiento generalmente es con citarabina y un antraciclico (el denominado esquema 3+7),
aunque otras drogas pueden ser afadidas o sustituidas en pacientes con prondstico pobre, de
la tercera edad, refractarios o en recaida. Una excepcion es la leucemia promielocitica en la
que el tratamiento se basa en acido transretinoico, trioxido de arsénico y en ocasiones
antraciclina. ©

La probabilidad de remision varia desde 80% en nifilos hasta menos del 25% en octogenarios.
La probabilidad de cura desciende desde aproximadamente 50% en nifios hasta practicamente

0% en ancianos. ’


Margarita
Texto escrito a máquina
Diagnóstico y clasificación


Tabla 1. Clasificaciéon de la Leucemia Aguda Mieloide por la OMS. 2016.

LMA, neoplasias precursoras relacionadas

LMA con alteraciones genéticas recurrentes

-LMA con 1(8;21)(922;922.1); RUNX1-RUNX1T1

-LMA con inv(16)(p13.1;922) o t(16;16)(p13.1;g22); CBFB-MYH11
-LPA con PML-RARA (las anteriores definen LMA independientemente del porcentaje de blastos)
-LMA con 1(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

-LMA con 1(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

-LMA con inv(3)(921.3926) o 1(3;3)(q21.3;926.2); GATA2, MECOM
-LMA (megacarioblastica) con t(1;22)(p13.3;913.3); RBM15-MKL1
Entidad provisional: LMA con BCR-ABL1

-LMA con NPM1 mutado

-LMA con mutacién bialélica de CEBPA

Entidad provisional: LMA con RUNX1 mutado

LMA con cambios relacionados a mielodisplasia

Neoplasias mieloides relacionadas a tratamientos (LMA-t)

LMA no especificada (NOS): define LMA con > 20% de blastos
-LMA con minima diferenciacién

-LMA sin maduracion

-LMA con maduracion

-Leucemia mielomonocitica aguda

-Leucemia monoblastica/monocitica aguda

-Leucemia eritroide pura

-Leucemia megacarioblastica aguda

-Leucemia basofilica aguda

-Panmielosis aguda con mielofibrosis

Sarcoma mieloide

Proliferaciones mieloides relacionadas con sindrome de Down
-Mielopoyesis anormal transitoria (desorden mieloide transitorio) (TAM)
-Leucemia mieloide asociada con sindrome de Down

Leucemias agudas de linaje ambiguo

-LA indiferenciada

-LA con fenotipo mixto (MPAL) con t(9;22)(q34.1;911.2); BCR-ABL1
-LA con fenotipo mixto con t(v;11q23.3);con KMT2A reordenado
-LA con fenotipo mixto B/Mieloide, NOS

-LA con fenotipo mixto T/Mieloide, NOS

Tabla 2. Clasificacién Morfolégica de la Leucemia Aguda Mieloide (FAB).

MO Leucemia Aguda Mieloide indiferenciada.

M1 Leucemia Aguda Mieloide con maduraciéon minima.
M2 Leucemia Aguda Mieloide con maduracion.

M3 Leucemia Aguda Promielocitica.

M4 Leucemia Mielomonocitica Aguda.




M4 eos Leucemia Mielomonocitica Aguda con eosinofilia.
M5 Leucemia monocitica aguda

M6 Leucemia eritroide aguda.

M7 Leucemia megacarioblastica aguda.

Epidemiologia

En adultos, la LMA tiene la tasa de incidencia mas alta entre todas las leucemias y representa
80% a 90% de los casos de leucemia aguda. Se estima que 21.380 individuos (11 960
hombres y 9 420 mujeres) fueron diagnosticados con LMA y 10 590 murieron de LMA en los
Estados Unidos en 2017. La LMA representa el 1.3% de todos los casos nuevos de cancer y el
1.8% de todas las muertes por cancer en Estados Unidos. El riesgo de por vida de LMA basado
en las tasas desde 2012 hasta 2014 es aproximadamente 0.5% tanto en hombres como en
mujeres.®

La incidencia de LMA aumenta con la edad, con una edad media de los pacientes de 67 afos
al diagnostico. Es probable un aumento de la incidencia de LMA en los ancianos con el tiempo
relacionado con una combinacion de diagnodstico mejorado, reconocimiento de LMA por
Sindrome Mielodisplasico, mayor supervivencia de los pacientes que reciben quimioterapia o
radiacion para tumores sdlidos u otras neoplasias hematoldgicas y mayor esperanza de vida.®
La tasa de mortalidad en México para 2008 debido a leucemias (linfoide, mieloide, monocitica y
otras) estimada por la Secretaria de Salud fue de 3.5 por cada 100,000 habitantes, mientras
que Globocan reportdé para 2012 una tasa de mortalidad ajustada por edad de 3.7 por cada
100,000 habitantes.*

Estratificacion del riesgo

Los resultados en LMA son siempre heterogéneos, con factores atribuibles al paciente y a la
enfermedad, por lo que una estadificacion prondstica adecuada es indispensable, ya que
muchas veces deberemos escoger entre quimioterapia de consolidacion vs Trasplante en

primera remision. Las categorias pueden variar y evolucionar segun las terapias emergentes.



La estratificacion se basa principalmente en la genética y estudios de biologia molecular (Tabla
3)_10

Al ser la Leucemia mieloide aguda una enfermedad heterogénea, los resultados han sido
siempre insatisfactorios, en especial al valorar la supervivencia a largo plazo. Clasicamente la
genética convencional ha sido la fuente de estratificacién de riesgo en pacientes candidatos a

tratamiento intensivo.

Aunque se han encontrado factores prondsticos en la citogenética, por ejemplo la t(8:21) como
favorable, y un cariotipo complejo para riesgo desfavorable, es un hecho que los pacientes
considerados de riesgo intermedio tienen resultados muy dispares. Esto hace de la clasificacion
molecular un arma importante en la estadificaciéon y sobre todo la busqueda de blancos

terapéuticos tales como la midostaurina en pacientes expresores de FLT3-ITD.

Sin embargo, siendo una entidad que no depende de una sola mutacién, sino de un complejo
(y no siempre mutuamente excluyente) conjunto de alteraciones, que debe considerar sus
asociaciones como un todo, lo que evidentemente hace que el tratamiento individualizado sea

el objetivo a tener en cuenta para estos pacientes.

Tabla 3. Estratificaciéon prondstica de la Leucemia mieloide aguda.

Estratificacion pronéstica de la Leucemia mieloide aguda

Favorable Intermedio Adverso

Citogenético | t(8:21) para RUNXT; | £(9:11) para MLL3- | t(6:9), t(9:22) para BCR-
iv(16) o t(16:16) | KMT2A, Cariotipo normal | ABL1, inv(3) o t(3:3) para
para CBFB-MYH11. | u otra anormalidad no | GATA2 y MECOM, -5 o

clasificada como | del(5q), -7 y -17/abn(17p);
favorable o adversa. cariotipo complejo y
monosomia.
Molecular NPM1 mutada sin | NPM1 mutada y FLT3- | NPM1 no mutada con FLT3-

FLT3-ITD, CEBPA | ITD, NPM1 no mutada | ITD¥°,  RUNX1 mutado,




mutado bialélico. sin  FLT3-ITD o con | ASXL1 mutado, TP53.
FLT3baic,

En un estudio de 398 pacientes realizado en el Sloan Kettering Center, se identificaron
mutaciones somaticas en el 97,3% de pacientes. De las mutaciones se encontré que FLT3-ITD,
MLL-PTD, ASXL1 y PHF6 se asociaron a supervivencia global reducida. Se observé mayor
heterogeneidad mutacional en pacientes con riesgo intermedio que en pacientes con riesgo

favorable o desfavorable.33

A Total Cohort

Cwaerall
Genea Frequency (%)
FLT3 (ITD, TED) 7 (30, )
NPM1 29
DNMT3A 23
NRAS 1
CEBFA
TETZ
WT1
1DH2
1DH1
KiT
RUNX1
MLL-PTD
ASX1 ]
PHF&
KRAS
FTEN
TP53
HRAS
EFHZ
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Figura 1. Frecuencia y co-ocurrencia de mutaciones en pacientes con Leucemia aguda mieloide de reciente
diagndstico. Tomado de The New England Journal of Medicine.



Factores previos al tratamiento

Se pueden dividir en factores relacionados en la capacidad del paciente de tolerar la
quimioterapia y aquellos relacionados a la quimiosensibilidad o quimioresistencia de la
enfermedad. Los factores relacionados al paciente incluyen edad avanzada, mal estado
funcional y comorbilidades como diabetes o insuficiencia de algun érgano, lo que produce una
alta mortalidad con terapia intensa. Sin embargo las terapias menos intensivas tienen menor

tasa de remision. '

Factores post tratamiento

La respuesta de un paciente a la terapia es un determinante crucial del resultado futuro??. La
remision completa medular se define como menos del 5% de blastos con recuperacién de los
elementos de la sangre periférica (neutréfilos >1.000, plaquetas >100.000) y sin evidencia de
enfermedad extramedular. Una recuperacion incompleta en sangre periférica se asocia a
resultados menos favorables. Existen test mas sensibles para la medicion de Enfermedad
minima residual (EMR)'?, siendo éstos la citometria de flujo multiparametro y PCR cuantitativo
en tiempo real, ambos con sus ventajas y desventajas. Estos se convierten en un nuevo criterio
de respuesta, aunque hasta el momento no estandarizado.

En tanto la remision parcial se define cuando se cumple determinacion de blastos en médula
Osea del 5 al 25 %, disminucién del 50 % de blastos en médula 6sea pretratamiento, conteo

total de neutrdfilos mayor a 1.000, conteo plaquetario mayor a 100.000."3

Tratamiento de la Leucemia mieloide Aguda
Los pacientes deben ser clasificados segun su estado funcional y comorbilidades para tomar la

decision mas adecuada en cuanto al tratamiento, sobre todo en pacientes mayores y



candidatos a trasplante hematopoyético, siendo muy importante también el soporte familiar y
social.™

El tratamiento convencional con terapia citotéxica se divide en dos fases, induccién a la
remision y terapia post remisién (consolidacion). La consolidacién se administra después de
que el paciente ha alcanzado remision completa, su finalidad es retrasar o prevenir la
recurrencia de la enfermedad y maximizar la posibilidad de cura.'

El régimen de induccién mas comun incluye el uso de citarabina y un antraciclico. La citarabina
se incorpora al ADN durante su sintesis y solo es efectivo en células en fase S del ciclo celular.
Las antraciclinas no dependen del ciclo celular y poseen potente actividad antimitética y
citotoxica, que se logra formando complejos con ADN, inhiben la actividad topoisomerasa I, la
actividad de la ADN polimerasa, regulacion de la expresion de genes, produciendo radicales
libres.®

El régimen conocido como “3+7” se administra con una infusion continua de Citarabina a 100 a
200mg/m? en infusidn continua, mas la antraciclina intravenosa en bolos de manera diaria los
primeros 3 dias de citarabina. La antraciclina mas comunmente usada es la daunorrubicina a
dosis de 30-90mg/m?. En EEUU se demostrd la superioridad del régimen con 90mg/m? vs
45mg/m? de daunorrubicina en esquema “7+3” sobre todo en pacientes con citogenética de
riesgo intermedio.'®

En ausencia de terapia post remision la probabilidad de cura es aproximadamente 0%, con una
media de recaida a los 6 meses. Por eso se continua el régimen con dosis altas de citarabina
de 1000-3000mg/m? por 4-12 dosis. Estas dosis pasan la barrera hematoencefalica, ayudando
a prevenir la recaida en sistema nervioso central. No se recomienda su administracion en
pacientes con depuracién de creatinina menor a 40-45ml/min. La eficacia de este régimen
también es variable de acuerdo al riesgo citogenético, siendo de 78% de pacientes aun en
remision a los 5 afos en los del grupo favorable, 40% en el grupo de cariotipo normal, y 21%

en los que tienen otras anormalidades.'”



En pacientes no aptos para terapia intensiva, se han desarrollado varios agentes, entre ellos
los inhibidores de la DNA metitransferasa, decitabina y azacitidina. Decitabina es eficaz y ha
sido bien tolerada, con dosis de 20mg/m? intravenoso cada dia por 5 dias con ciclos cada 4
semanas. Se continua hasta la progresion o aparicion de efecto adverso. Tiene una tasa de RC
de 24%. Azacitidina también tiene eficacia en esta enfermedad, con dosis de 75mg/m? por 7
dias, SC, cada 4 semanas, de la misma manera que decitabina, hasta la progresion de la
enfermedad. '8

Se puede usar ademas citarabina en dosis bajas, y guadecitabina, un nuevo agente

hipometilante, aun en fase de estudios. '8

Pacientes refractarios y en recaida

El tratamiento para pacientes refractarios y en recaida es uno de los retos mas grandes de la
oncologia. Los resultados de estos pacientes son extremadamente pobres, con supervivencia
global de no mas del 10% a 3 afos.' En pacientes considerados fit, un esquema de
quimioterapia intensiva con el objetivo de lograr una segunda remision y llevarlos a trasplante
alogénico es aceptable, pero la supervivencia a largo plazo es aun baja, por la falla en lograr la
respuesta necesaria para lograr este “puente a trasplante”. Esto principalmente por
comorbilidades, edad, toxicidad residual, falta de un donador y otros factores. Se pueden
ofrecer otras terapias de baja intensidad, pero en la mayoria de casos se consideran como
paliativas. En los ultimos anos se han aprobado nuevos agentes, sobre todo del tipo de
terapias dirigidas como Gentuzumab ozogamicina, el inhibidor de FLT3 midostaurina,

decitabina, guadecitabina, etc. 2°



Rol de FLT3 en Leucemia Mieloide Aguda

En el 30% de pacientes de reciente diagndstico de Leucemia aguda mieloide se detecta una
mutacion en el gen de esta cinasa de tirosina. Tres cuartos de estos pacientes tienen la
mutacion ITD (Internal tandem duplication), que resulta de la duplicacion de entre 3 y 100
aminoéacidos localizados en la regién yuxtamembranal®'. Esta se asocia a peor prondstico
debida a una alta tasa de recaida sobre todo cuando hay una expresion elevada de alelos
mutados y “wild type”. El 8% de pacientes tienen una mutacion a nivel del TKD (tyrosine kinase
domain) aunque el efecto de esta mutacién es aun incierto. Estas mutaciones incrementan la
proliferacion mieloide, produciendo neoplasias fatales en modelos roedores. 2

Midostaurina, un inhibidor de cinasa de tirosina, administrado por via oral, en una dosis de
50mg dos veces al dia, a partir del dia 8 de induccién y consolidacion, ha demostrado mejorar
de manera significativa la supervivencia global y supervivencia libre de evento en pacientes con
LMA que expresan la mutacion FLT3. Los principales eventos adversos son anemia, nausea,

neutropenia, que son mayores a los observados con la quimioterapia estandar.??

Papel del ABCB1 en la resistencia farmacologica

Una de las funciones celulares fundamentales es el paso de sustancias a través de su
membrana, siendo uno de los mecanismos el transporte activo, es decir contra un gradiente de
presion, proceso en el cual se utiliza ATP. Existen 4 tipos de bombas que utilizan ATP
conocidas como bombas ATPasas. Dentro de estas, la familia ABC constituye la mas grande
de los transportadores de membrana.?®

El término ABC deriva de “ATP binding cassette”, existiendo en humanos 49 genes para esta
familia. Estas ATPasas bombean de forma unidireccional o vectorial aminoacidos, péptidos,
proteinas, iones, lipidos, sales biliares, compuestos hidréfobos, incluyendo medicamentos,

fuera de la célula contra un gradiente de concentracion. 26
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Las proteinas producidas por estos genes son esenciales para algunos procesos de absorcion
y eliminaciéon de farmacos, ademas las mutaciones de algunos de ellos se asocian a
enfermedades como por ejemplo la fibrosis quistica. Se han caracterizado también
polimorfismos en estos genes que pueden conducir a resistencias farmacolégicas y limitar
tratamientos posteriores. 2730

Las ATPasas de tipo ABC tienen 4 dominios, 2 son proteinas de membrana y 2 estan en la
cara citoplasmatica de la membrana. Los dos dominios transmembrana tienen 6 segmentos
que forman el canal de paso de solutos. Los otros dos se unen a ATP y acoplan su hidrdlisis al
proceso de transporte. Estos transportadores se subdividen en 7 clases o subfamilias (Tabla
4)%7:

Se han encontrado 3 proteinas que estan implicadas principalmente en la resistencia

farmacologica, sobre todo antitumorales?:

e Glicoproteina P (gpP), relacionada con subfamilia ABCB1.
o Proteina asociada a resistencia a multiples farmacos (Mrp), relacionada con la ABCC2.

e Proteina asociada a resistencia en cancer de mama (Brcp) relacionada con ABCG2.

Tabla 4. Clasificacion de las ATPasas ABC

ABCA tiene 12 miembros
ABCB tiene 11 miembros
ABCC tiene 13 miembros
ABCD tiene cuatro miembros
ABCE tiene un miembro
ABCF tiene tres miembros
ABCG tiene cinco miembros

En este caso nos concentraremos en la resistencia a farmacos antitumorales, siendo que la
mayoria de los tumores termina teniendo cierto grado de resistencia a estos farmacos. Puede

ser por mecanismos intracelulares o extracelulares, aunque en este caso el principal



mecanismo es la expulsion del farmaco hacia la matriz extracelular. Las proteinas relacionadas

son las siguientes?®

Glicoproteina P: proteina de membrana codificada por el gen ABCB1, se localiza en el
cromosoma 7. Su expresidon determina resistencia a: alcaloides de la vinca,
epipodofilotoxinas, taxanos y antraciclinas.

Las proteinas MRP codificadas por ABCC2, se subdividen en varios tipos con
resistencias especificas segun cada uno, por ejemplo vincristina, cisplatino, etopdsido,
doxorrubicina, metotrexato.

El Brcp, codificado por ABCG2 confiere elevada resistencia a farmacos diferentes,
pueden bloquear a imatinib, dasatinib, nilotinib, ademas inhibidores de topoisomerasas

(antraciclicos).

En el Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga” se han realizado previamente estudios

sobre la expresidon de genes de la familia ABC, tanto en Leucemia Aguda Linfoide como

mieloide, en los que se ha demostrado que la presencia de actividad de estas proteinas y la

carga de la misma (ABCB1), tiene un efecto negativo sobre la respuesta a tratamiento, esto

debido a la actividad de bomba de estas proteinas, que estimula la salida del farmaco del

ambiente intracelular, lo que limita o directamente impide su accion, siendo sobreexpresado el

ABCB1 en hasta el 50% de pacientes con LLA. En estos pacientes se observé una diferencia

estadisticamente significativa en la supervivencia global a 40 meses, comparando entre los que

tuvieron una alta expresion del gen con los que no lo expresaban (p<0.05), siendo que hasta el

78% de pacientes del estudio que lo expresaban fallecieron. Sin embargo, los que no lo

expresaban, fallecieron apenas 21%. 3334



Como conclusion podemos argumentar que los polimorfismos de esta familia de proteinas
puede llevar a la resistencia farmacoldgica de multiples sustancias fundamentales en el

tratamiento oncoldgico, de ahi la importancia de su estudio. %8

4. Planteamiento del problema

A diferencia de otras neoplasias hematoldgicas, el prondstico de la Leucemia Mieloide Aguda
es aun adverso, esto en gran medida a la combinacién tanto de mecanismos de resistencia a
los diferentes farmacos, una ventaja proliferativa sobre el resto de precursores
hematopoyéticos y finalmente por mecanismos para la evasion de la apoptosis. Esto
contribuye a que a pesar de que los pacientes cuenten con un estado funcional adecuado, una
citogenética de buen prondstico y una respuesta a las 4 semanas, muestren recaidas
tempranas y menos del 20% de los casos aun estén vivos a 5 afnos de seguimiento. Entre los
principales mecanismos de resistencia a farmacos se encuentra la expresion de bombas de
flujo en la membrana de las células leucémicas, dentro éstas se encuentran la Glicoproteina P
codificada por el gen de resistencia a drogas ABCB1, su sobreexpresion ya ha sido
identificada como un factor de riesgo independiente de mal prondstico en diversos tipos de
leucemia incluyendo la Leucemia Mieloide Aguda. Su sobreexpresion es variable, abarcando
cerca de un tercio de los casos de leucemias de novo, independiente tanto del tipo morfolégico
como de la citogenética. Desde hace una década la citogenética convencional ha permitido

brindar una estratificacion a los casos de leucemia aguda mieloide, desafortunadamente



aquellos casos con citogenética normal muestran un comportamiento impredecible ya que en la
mayoria su pronostico es adverso, actualmente se sabe que esto es debido a alteraciones
moleculares que son independientes de cualquier alteracion cromosomica, entre ellas la
activacién de la Tirosina cinasa FLT3 (del inglés FMS like tyrosine kinase). Estos marcadores
han cobrado mucho interés en los ultimos afos, logrando desarrollar diferentes farmacos
inhibidores de FLT3, pero debido a su costo y a su desarrollo aun no son una opcidn

terapéutica para la mayor parte de la poblacion.

5. Justificacion

La Leucemia Mieloide Aguda es una enfermedad cuyas caracteristicas cambian por completo
el estilo de vida de los pacientes, y en la cual el tratamiento ha permanecido invariable por
décadas, sin embargo las investigaciones recientes a nivel mundial han logrado encontrar
nuevos objetivos terapéuticos que permiten mejorar la tasa de supervivencia en estos
pacientes. Debido a que solo un tercio de los casos mostrara una respuesta favorable con
sensibilidad a las diferentes combinaciones de quimioterapia es necesario identificar diferentes
factores de riesgo que permitan identificar a aquellos pacientes los cuales mostraran una falla
terapéutica temprana y finalmente puedan beneficiarse por una estrategia mas especifica como
lo es el trasplante de progenitores hematopoyéticos alogénico. Hasta el momento diversos
factores bioldgicos como es la expresion de la cinasa FLT-3 o la sobreexpresion del gen
ABCB1 se han identificado como factores de riesgo aislados tanto para refractariedad como
para recaida temprana, pero al momento no se cuentan con estudios los cuales combinan
diferentes biomarcadores cuya funcion biolégica es distinta con la finalidad de predecir la

respuesta al tratamiento.



Por lo tanto, es importante que se inicie con la busqueda y registro de las mutaciones de FLT3
ITD y ABCB1 en pacientes con diagndstico de Leucemia Mieloide Aguda y que en un futuro
podamos relacionar estos datos con el éxito o fracaso del tratamiento en pacientes con

cariotipo normal.

6. Hipotesis

La leucemia aguda mieloide es una de las primeras causas de mortalidad en hematologia, a
diferencia de la Leucemia aguda linfoide, tiene una tasa de supervivencia a la induccion de
80% vs 60% y a los 6 meses bajan aun mas estos porcentajes.

Esto se debe a que existen multiples mecanismos de resistencia al tratamiento como
produccion de cinasas de tirosina, produccién de glucoproteina P (resistencia a farmacos), que
mantienen la proliferacion.

De manera individual cada uno de estos factores ha tenido valor prondstico de respuesta a
tratamiento, por lo que se establece la siguiente hipdtesis:

La determinacién positiva de FLT3 y ABCB1 influye de manera negativa en el pronéstico de

pacientes con Leucemia Aguda Mieloide con cariotipo normal.

7. Objetivos

Principal
- ldentificar la asociacién de la combinaciéon de 2 factores de riesgo biolégico en el

prondstico a corto plazo en el tratamiento en leucemia mieloide aguda durante 6 meses.



Secundarios
o ldentificar el valor prondstico de cada uno de los marcadores biolégicos sobre el

riesgo de refractariedad o recaida a corto plazo.

8. Metodologia
Tipo y diseio de estudio
Este es un estudio prospectivo, observacional, longitudinal y analitico.
Se realiz6 en pacientes con Leucemia Mieloide aguda con cariotipo normal, para evitar la
variacion pronostica dependiente de citogenética.
Todos los pacientes continuaron su seguimiento en hospitalizacion y consulta para

monitorizacidn de recaida, efecto adverso o muerte.

Poblacién
El estudio contd con la participacién de 33 pacientes, quienes cumplieron con los

criterios de inclusion (teniendo en cuenta la contingencia por COVID-19).

Criterios de inclusion

e Pacientes con diagndstico de Leucemia aguda mieloide de novo acorde a los criterios
morfoloégicos y corroborados por citometria de flujo que cuenten con estudio de
citogenética normal

e Pacientes mayores de 18 afios y menores a 65 afios

e Estado funcional éptimo para inicio de tratamiento (ECOG:0 0 1)

e Pacientes que se encuentren en recaida a médula ésea y que sean candidatos a reiniciar
esquema de quimioterapia
¢ Que cuenten con consentimiento informado

Criterios exclusion

e Pacientes con leucemia aguda mieloide M3 (Promielocitica).

e Pacientes referidos a la institucion ya en remision para continuar su tratamiento

e Pacientes con infiltracion a sitios extramedulares como sistema nervioso central, higado,
pleura, pericardio

e Portador de enfermedad renal crénica asociada

e Insuficiencia hepatica cronica CHILD-B o mayor

Criterio de eliminacion

e Pacientes los cuales no cuentan con registros clinicos en la instituciéon y no se cuente con




datos suficientes para su seguimiento

e Casos que no cuenten con material bioldgico suficiente para la extraccion de las células

mononucleares para la prueba de reaccién de cadena de polimerasa

9. Definicion de las variables

VARIABLES

Variable dependiente.

Nombre de la variable Tipo de Variable Medicién
Supervivencia Cualitativa dicotémica 0) Vivo.
Pacientes quienes se mantuvieron vivos al 1) Muerto.
final del seguimiento.

Nombre de la variable Tipo de Variable Medicién
Recaida Cualitativa dicotomica 0) Ausente
Presencia durante el seguimiento de 1) Presente.

actividad leucémica (>10% de blastos en

MO) en cualquier momento.

Nombre de la variable

Tipo de Variable

Medicion

Respuesta

Pacientes los cuales al final del tratamiento
de induccién integraran remision completa
definida por la normalizacion de Ia

Hemoglobina, plaquetas y leucocitos

Cualitativa dicotomica

0) En Remision
1) Falla de

Tratamiento

VARIABLES INDEPENDIENTES

Nombre de la variable

Tipo de Variable

Medicion

Expresién de FLT3.
Determinacion por reaccion en cadena de
polimerasa de FLT3 en la muestra analizada

de cada paciente.

Cualitativa dicotdmica

0) Ausente

1) Presente




Expresion de ABCB1.
Determinaciéon por reaccion en cadena de
polimerasa de ABCB1 en la muestra

analizada de cada paciente.

Cualitativa dicotomica

0) Expresion normal
o ausente
1) Expresion

aumentada

Nombre de la variable

Tipo de Variable

Medicion

Edad

Edad cumplida en afos al momento del

Cualitativa continua

0 en adelante

diagndstico

Edad estratificada Cualitativa ordinal 0) 18a35
Se analizaron los casos acorde a diferentes 1) 35-50
estratos de edad 2) >50
Situacion clinica Cualitativa nominal 0) De novo
Se clasificé a los pacientes acorde a la 1) Recaida

situacion clinica de su diagndstico

10.Procedimiento

Para el procesamiento de las muestras de pacientes con diagndstico reciente de Leucemia

aguda mieloide realizado en la Unidad 204, se llevo a cabo el siguiente proceso:

Separacién de mononucleares por ficoll-hypaque

Se tomaron 3 ml de Médula 6sea (jeringa heparinizada) y/o 2 tubos de sangre periférica (tubos

de EDTA) para la obtencion de células mononucleares y fueron transportadas a la U-204 para

el estudio

Las muestras se mezclaron en una proporciéon 1:1 suavemente con solucién de fosfatos PBS 1X
o bien con solucién salina 0.14 M de NaCl (0.9%). Una vez homogenizadas las muestras se
emplea Ficoll-Hypaque o solucién litica para su separacion (Lymphoprep, Nycomed Pharma AS,

densidad 1.077 g/l), utilizando aproximadamente 1/3 del volumen total de sangre o médula 6sea.

Posteriormente se almacenan a -70°C hasta su uso.




Se obtuvo el DNA y RNA utilizando DNAzol y TRIZOL segun las condiciones del proveedor. Una
vez extraidos son cuantificados y visualizados por electroforesis en gel de agarosa al 2% a
voltaje constante de 60 volts durante 35 minutos. Para observar el gel se observd el

transiluminador UV (High Performance, UV Transilluminator UVP).

Verificacion de la integridad del material genético

Se realizé un corrimiento electroforético en un gel de agarosa al 2% del RNA total extraido a
partir de leucocitos aislados de AMO/SP para corroborar su integridad y calidad, verificando la
presencia de las bandas correspondientes a las subunidades 18S y 28S del RNA ribosomal

(figura 2).

Figura 2. Verificacion de la integridad del RNA en gel de agarosa al 2%.

Sintesis de cDNA

Se llevo a cabo la sintesis de DNA complementario (cDNA) a partir de 2,000ng de RNA
extraido. Se utilizé Oligo dT junto con la enzima retro-transcriptasa del virus de leucemia
murina de Moloney (MMLV-RT).

Deteccion de inserciones ITD en el gen FLT3
La deteccién de inserciones en la regiéon ITD se llevd a cabo a través de la amplificacién por

RT-PCR del dominio yuxtamembranal (JD), en los exones 14 y 15 del gen FLT3. Se utilizaron



los primers: 5-GTCGAGCAGTACTCTAAACA-3 (forward), y 5-
ATCCTAGTACCTTCCCAAACTC-3’ (reverse), dando como resultado un producto de 366pb. La
presencia de una insercion mayor a 3pb tuvo como resultado la deteccion de una banda
correspondiente a la secuencia no mutada (wild type), de 366pb, y una banda de mayor

longitud, correspondiente a una insercion contenida en la secuencia detectada (figura 3).

Figura 3. Amplificacion de la region JD del gen FLT3. Carriles 1 — 3: banda de 366pb, correspondiente al
fragmento wild type de la regién JD. Carril 5: banda de 366pb + banda de mayor tamario, correspondiente a una
insercion tipo ITD en la region JD.
Niveles de expresion de ABCB1
Para la cuantificacion del gen ABCB, se utilizé el cDNA a una concentracién de 2 ug/ul, con la

sonda Hs00184500 m1 Las muestras se realizaron por triplicado. Se realiz6 la cuantificacion

relativa por medio de AACt en el equipo StepOne™, (Applied Biosystems® Life Technologie).

Niveles de expresion de FLT3-ITD

La mutacién de FLT3-ITD fue detectada mediante oligos especificos para la regién segun
(Bianchini), se utilizara 150 ng/ul, realizando una amplificacién de PCR a un volumen final de
10ul; y 0.2U de Taq Polimerasa. Posterior a la reaccion los productos fueron visualizados por

electroforesis en gel de agarosa al 2 %.



Caracteristicas de los pacientes
Se incluyeron 33 pacientes, siendo 20 de sexo masculino (59%) y 13 femenino (41%), como se

observa en el gréfico 1.

Distribucion de pacientes con LMA
por sexo.

* HOMBRES = MUJERES

Grafico 1.Distribucion de pacientes por sexo.

11.Resultados.

Se estudiaron un total de 33 pacientes con diagndstico de Leucemia Mieloide Aguda de novo.

En su mayoria, los pacientes correspondieron al género masculino (n=20, 60.6%), con una



media de edad de 49 anos (18 a 82 afos), siendo ligeramente mayor para el género masculino
[51 afos (26 a 79 afios) versus 46 afios (18 a 82 afios)] pero sin ser esta diferencia significativa
(p=0.443, 95% IC). Un 30.3% (n=10) de los casos contd con edad superior a los 60 afios, en su

mayoria casos del género masculino (n=8, 80%).

Lugar de origen: La mayoria de los pacientes es originario del Estado de México o area
metropolitana (n=13, 39.4%), seguido de los habitantes de la Ciudad de México (n=7, 21.2%),
Veracruz (n=3, 9.1%), origen no registrado en 4 casos y un caso (3%) para los Estados de
Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Michoacan, Morelos, Oaxaca. Al estratificar el lugar de origen

el 60.6% (n=20) era originario de la Ciudad de México o area metropolitana.

Factores de riesgo: Dentro de sus antecedentes un 23.5% (n=8) refiri® una exposicion
significativa a agentes mielotdxicos, en su mayoria en individuos del género masculino (n=5,
62.5%). Al analizar la edad con la exposicion a mielotdéxicos tampoco se reporté una asociacion
significativa (p= 0.630, 95% IC). Dentro de las comorbilidades, el 14.7% (n=5) era portador de
Diabetes Mellitus, 17.6% (n=6) Hipertension arterial sistémica y solo un caso (2.9%) conté con

enfermedad renal asociada.

Caracteristicas al diagnodstico.

El sindrome anémico y hemorragico fueron las principales manifestaciones al diagnéstico, solo
un 12.1% (n=4) mostraron hepatomegalia y un 6.1% (n=2) esplenomegalia al diagndstico. No
se registré infiltracion en encias, piel o afectacién al sistema nervioso central. Ningun paciente
contd con crecimientos ganglionares o enfermedad extramedular al diagndstico. La media del
conteo de leucocitos al diagnéstico fue de 35.8 x 103/mcl (0.5- 163 x 103/mcl), de hemoglobina
(6.7g/dl, 2.6-10.6g/dL) y plaquetas de 39.1 x 103/mcl (2-167 x 103/mcl). Un 9.1% de los casos

(n=3) contaron con elevacion de transaminasas 2 veces el limite superior al diagndstico.



Evaluaciéon morfolégica.

Las caracteristicas morfologicas se realizaron acorde a los criterios de la asociacién Franco-
Ameérico-britanica. Acorde al tipo morfoldgico, la mayor parte de los casos fueron de tipo Mielo-
monobasica (variante M4) no eosinofilica (n=19, 57.6%), seguido del tipo mieloide con
diferenciacion tipo M2 (n=11, 33.3%) y tipo M1 (n=2, 6.1%). Solo se registr6 un caso de
eritroleucemia (variante M6). Al conjuntar los subtipos de leucemia, el 39.4% (n=13) se trataron
de un componente exclusivamente mieloide y el 60.6% (n=20) a un componente mielo-

monocitoide.

Alteraciones citogenéticas y moleculares.

Del total de los casos, un tercio no contd con crecimiento en su estudio citogenético, siendo el
hallazgo mas frecuente el cariotipo de tipo normal (n=20, 60.6%). Las alteraciones restantes
fueron un cariotipo complejo en un caso (3%), poliploidia y una alteracién en el CBF (core-
binding factor, t (8;21). La presencia de la duplicacion interna en tandem del FLT3 se presentd
en 12.1% de los pacientes (n=4), esta mutacion se registré de manera mas frecuente en
individuos con cariotipo normal (n= 3, 15% de los cariotipos normales) y en un caso en donde
no se desarrolld el estudio citogenético. La edad promedio de los individuos con mutacion
positiva fue de 40 afos (rango de 29-44 afos), siendo esta diferencia no significativa (p=0.263,
95%IC). La distribucion de los casos acorde al tipo de leucemia mieloide fue semejante, siendo
la mitad (n=2) para variantes con componente mieloide exclusivo y la otra mitad para variantes
monocitoide. Esta distribucion también fue semejante para el género (2 casos por género). La
media de leucocitos en los individuos con FLT-3 ITD fue ligeramente menor (32 x 103/mcl, 26 -
45 x 103/mcl), pero sin relevancia estadistica (p=0.645, 95% IC).
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Expresion del gen ABCB1.

Acorde a la expresion, los pacientes se dividieron en tres tipos, aquellos con expresion alta del
gen, expresion ausente y expresion baja, esta ultima es la que se encuentra en individuos
sanos. La expresién alta se encontré en un 45.5% (n=15), mientras que la expresion ausente
en un 36.4% (n=12) y solo un 18.2% (n=6) contaron con una expresion baja. Acorde al tipo
morfoldgico, los casos con leucemia con componente monocitoide mostraron una tendencia de
sobre-expresion del gen (n=11, 73.3%) mientras que, en el grupo con expresion baja, la mayor
parte correspondieron a leucemias de componente mieloide puro (83.3%, n=5). En cuanto a la
expresion ausente en su mayoria fueron casos de tipo monocitoide (66.7%, n=8). La media de
edad de los individuos con sobreexpresion fue de 49 afos (18-75 anos), 42 afos para los
individuos de expresion baja (27-55 afos) y 52 afos (20-82 afos) para los individuos de
expresion ausente. En cuanto a la asociacién con FLT3 ITD, la mayor parte de los individuos
con FLT3 ITD se asociaron con la expresion baja (75%, n=3), solo un caso de FLT3 ITD se
asocio con la expresion alta. Al analizar los pacientes acordes si cuentan o no con alteracién en
la expresion (expresion alta o ausente vs expresion baja) con la expresion de CD117 (receptor
de c-kit) tampoco se demostré una asociacién significativa (p=0.510, 95% IC). La asociacién de
la sobre-expresiéon del gen ABCB1 con las variables de mal prondstico se describen en la Tabla
2.0

Respuesta al Tratamiento

La mayoria de los pacientes (63.6%, n=21) recibieron como esquema de tratamiento el
esquema 7+3 como induccion y dosis altas de Citarabina como esquema de consolidacion,
solo un 36.4% (n=12) recibieron esquemas de intensidad reducida como Citarabina subcutanea
o soporte transfusional. De los pacientes que recibieron un tratamiento intensivo, el 42.9%
(n=9) fueron refractarios al tratamiento. De la proporcion de pacientes refractarios al
tratamiento de induccion, al analizar los individuos con FLT3 ITD (n=2), la mitad fueron

refractarios al tratamiento, en cuanto a la expresién de CD117+, la refractariedad de del 33.3%
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(n=3, p=0.405), en cuanto a los individuos que recibieron el esquema 7+3 (menores de 60
afnos), la refractariedad se registro en 39.1% (n=9). Al analizar a respuesta acorde a la
alteracion en FLT3 ITD o la expresion (alta o ausente) de ABCB1, esta no mostré una
asociacion significativa con la respuesta (p=0.533, 95%IC). Al analizar la respuesta acorde al
lugar de origen, una mayor proporcién correspondieron a individuos de provincia (46.2%) a
diferencia de los originarios de la Ciudad de México en donde un 33.3% (n=3) fueron

refractarios, pero sin ser de relevancia estadistica (p=0.60, 95% IC).

Recaida: Un total de 30.3% de los pacientes presentaron una recaida (n=10), en cuanto el
origen, semejante a la respuesta al tratamiento el 46.2% (n=6) no eran originarios de la Ciudad
de México, debido a que los pacientes con tratamiento de intensidad reducida solo recibieron
dosis de Citarabina subcutaneo, todos los individuos que recayeron se encontraban en
tratamiento con esquema 7+3 y consolidacién con dosis altas de Citarabina. En cuanto a las
alteraciones moleculares la mitad de los individuos FLT-3 ITD (n=2) presentaron una recaida,
mientras que los pacientes con afectacion en la expresion del gen ABCB1 (Ausente o Alto) de
todos los individuos que recayeron el 80% contd con alguna alteracion en la expresion del gen,
pero al analizar la proporcion acorde al nivel de expresion, el 50% de los pacientes en recaida
(n=5) mostraron una sobreexpresion del gen, 3 individuos contaron con expresion ausente y

solo 2 contaron con niveles bajos.

Supervivencia. La media de seguimiento fue 158 dias (2-501 dias), alcanzando la media de
supervivencia a los 200 dias posterior al inicio de tratamiento. La supervivencia global esta fue
del 30% a 18 meses de seguimiento (Figura 2). Al analizar el impacto de diferentes variables
sobre la supervivencia se identificd que el tipo de tratamiento impacté significativamente sobre
la supervivencia (Log Rank: 0.000) (Figura 3), la edad superior a 60 afios también se asocio

con el prondstico (Log Rank: 0.000) (Figura 4). Dentro de las variables asociadas a la leucemia,



el tipo de leucemia (Mieloide vs Monocitoide) no mostré un impacto significativo (Log Rank:
0.624), al igual que el conteo de leucocitos por encima de 50 x 103/mcl (Log Rank: 0.780) o la
presencia de la mutacion de FLT3 (Log Rank: 0.702). Al combinar todos los genotipos de
expresion del gen ABCB1 (bajo, ausente o expresion alta) no se encontré una diferencia
significativa sobre la supervivencia (Log Rank: 0.087), pero al combinar la expresién del gen
(bajo plus ausente versus expresion alta) los pacientes con expresién alta mostraron menor
supervivencia (Log Rank: 0.028) (Figura 5).
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Grafico 2.Supervivencia global de los pacientes con leucemia aguda mieloide en el Hospital General de México.
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Grafico 3. Supervivencia de pacientes con Leucemia aguda mieloide dependiente de tratamiento.
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Grafico 4. Supervivencia de pacientes con LMA en el Hospital General de México. En azul menores de 60 afios, en
rojo mayores de 60 afios.




Supervivencia libre de enfermedad (SLE). La media de SLE fue de 158 dias (0-501 dias), al
analizar el impacto de las diferentes variables sobre la supervivencia, tanto el tipo morfolégico
(Log Rank: 0.856) como el conteo de leucocitos al diagnédstico (Log Rank: 0.075) no impactaron
con el resultado. Al analizar la expresion del gen ABCB1 al combinar la expresion del gen (Alto
0 ausente versus expresion baja) no se mostré un impacto significativo sobre la supervivencia
libre de enfermedad (Log Rank: 0.833). También al analizar el efecto de la mutacion ITD en
FLT3, su expresidon no mostré un impacto sobre la supervivencia (Log Rank: 0.834). La
supervivencia libre de enfermedad acorde a la expresion del gen ABCB1 o la presencia de la
mutacion FLT3 ITD se describen en la Figura 5 y Figura 6.
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Gréfico 5. Supervivencia libre de enfermedad de acuerdo a la expresion de ABCB1 en pacientes con LMA (en azul
bajo-ausente; rojo expresion alta).
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(En azul negativo, en rojo positivo).

Impacto de las variables sobre el pronéstico. Al analizar el impacto de las diferentes
variables sobre el prondstico se utilizo el analisis de regresion de Cox. Se analizaron el impacto
de diferentes variables incluyendo caracteristicas clinicas en conjunto con las alteraciones en
expresion del gen ABCB1 o la presencia de expresion de FLT3 ITD. Al realizar el analisis se
identificd que solo la intensidad de tratamiento impacté significativamente con la supervivencia
(p=0.002, 95% IC). El impacto de las diferentes variables sobre el prondstico se describe en la
Tabla 2.0



Tabla 3. Analisis multivariado de las diferentes variables sobre
la supervivencia

B SE Wald Exp(B)

FLT3 -.504 .845 .356 .551 .604
ABCB1 alto .041 973 .002 .967 1.042
WBC50 .582 614 .899 .343 1.790
Edad60 -.357 .980 132 .716 .700
Intensidad -3.253 1.059 9.443 .002 .039
Mieloide vs -.344 545 .397 529 .709
Monocitoide

ABCB1 bajo 439 .586 .561 454 1.551
CD117 -.368 .592 .386 .534 .692




Tabla 4. Caracteristicas generales de la poblacién

Caracteristicas de la poblacién de estudio.

Rango Media
Edad 19-82 49
Masculino 20
Femenino 13
Leucocitos iniciales 500-163.000/mm3 38.700
Hemoglobina inicial 2,6 —10,6g/dI 6,8g/dl
Comorbilidades
Diabetes mellitus 5
HAS 6
Enf renal crénica 1
Falla hepatica inicial 3
Tratamiento
7+3 21
5+2 2
Citarabina SC 7 Mayores de 60 afios todos.
Otro 1 Azacitidina (protocolo)
Resultados moleculares
FLT3 4
Expresion ABCB1 Negativo 11
Bajo 7
Alta 15
Cariotipo normal 20
Caracteristicas clinicas
Esplenomegalia 5
Hepatomegalia 2
Adenomegalia 0
Exposiciéon a mielotéxicos 8




12.Discusion

El tratamiento de la leucemia aguda mieloide ha permanecido practicamente inalterado en las
ultimas décadas, a excepcion de la leucemia aguda mieloide M3 con el acido transretinoico.
Aunque el conocimiento de la biologia de la enfermedad ha permitido el desarrollo de nuevas
terapias blanco, como los inhibidores de FLT3 e IDH, los avances se han enfocado en
modificaciones de dosis de los farmacos citotoxicos o el progreso del trasplante de células

hematopoyéticas.

En los pacientes jovenes, se ha logrado alcanzar tasas de remision completa de hasta el 80%,
con supervivencia a 5 afios del 40%. En pacientes mayores, el uso de agentes hipometilantes
ha mejorado la supervivencia a corto y mediano plazo, pero no ha mejorado la posibilidad de
cura, que permanece decepcionantemente baja. Otro abordaje que se ha realizado es la
adicién de una tercera droga a la terapia de induccion, sin embargo los estudios son dificiles de

comparar debido que éstos difieren en algunas caracteristicas claves. 34

La leucemia aguda mieloide sin tratamiento es uniformemente fatal. La mayoria de pacientes
busca atencion por sintomas relacionados a la anemia, infecciones o hemorragia, requiriendo
tratamiento inmediato. La tasa de mortalidad aumenta significativamente con la edad y el
estado funcional, principalmente asociado a comorbilidades. Esto se correlaciona a los
pacientes del presente estudio, ya que al sobrepasar del limite (aunque arbitrariamente
establecido) de 60 — 65 afios no se pudo administrar quimioterapia citotoxica a la dosis
estandar, lo que afectd su prondstico (la edad superior a 60 afios también se asocié con el
pronodstico (Log Rank: 0.000)%°. En un estudio descriptivo de 51 pacientes realizado en Brasil,
se observd que la causa principal de muerte fue el shock séptico (63% de pacientes), otras
causas fueron leucostasis pulmonar y hemorragias, estando la mayoria en actividad de su

enfermedad. 3°



En los estudios epidemiolégicos de Estados Unidos se observa que con la terapia de induccion,
en algunas series se puede alcanzar el 80% de remisidn completa, en esta serie el 57% de
pacientes logré remision completa. En estudios recientes para los pacientes menores de 55
anos se informa una tasa de supervivencia a 5 afos de 23%, mientras para los mayores de
esta edad es 11%. En nuestro estudio se realizé un seguimiento con una media de 158 dias, se
calculo la supervivencia a 18 meses de seguimiento en 30%, significativamente menor que la

referida en la literatura. 36

Otro de los datos importantes que se recopilaron del estudio fue la pobre supervivencia general
de los pacientes mayores de 60 afios, que fue menor a los 100 dias en todos los casos, que
también es menor a la reportada en la literatura, con un promedio de supervivencia de 2 a 8
meses; incluso con el uso de agentes hipometilantes como azacitidina y decitabina. Los
factores que se asocian a estos pobres resultados son historia de sindrome mielodisplasico,
cariotipo desfavorable, mal estado funcional, comorbilidades. Por tanto, la mayoria de estos

pacientes recibieron Unicamente cuidados de soporte o citarabina subcutanea. %7

El papel de la estratificacion genética y molecular ha cambiado el panorama de la enfermedad,
tanto a nivel pronostico como de tratamiento. La mutacion FLT3-ITD (75-80%) de las
mutaciones de FLT3 ha demostrado ser un marcador prondstico asociado a alta posibilidad de
recaida y peor supervivencia global. Esta es una mutacion particularmente comun en los
pacientes de cariotipo normal. Por ello surgio el inhibidor de FLT3 midostaurina, aprobado en
2017 por la FDA y la EMA. 3°

La edad media de pacientes con LMA en México es 32 afios, con prevalencia de la mutacion

de FLT3 de 20,3%, expresando mal prondstico. En este estudio la edad media al diagndstico



de LMA fue de 49 anos y la presencia de FLT3-ITD fue 12,1%. En otros estudio de paises
latinoamericanos existe una variacion de la presencia de la mutacion por ejemplo en Ciudad de
México 15%, Colombia 9,4% y Argentina 16,7%. 4°

Las mutaciones se detectaron principalmente en pacientes con LMA morfolégicamente M2 en
50% y M4 en 50% de casos, es importante recalcar que en este estudio no se analizaron
pacientes con LMA M3 por considerarse diferente su fisiopatologia y vias de sefializacion,
aunque la mutacion pudiera estar presente. La mutacién de FLT3-ITD se presentd en un 75%
de casos en pacientes con cariotipo normal, y en 1 caso en donde no se desarrollé
citogenética, esto corresponde con la mayoria de estudios publicados en la literatura. La media
de leucocitos en los individuos con FLT-3 ITD fue ligeramente menor (32 x 103/mcl, 26 -45 x
103/mcl), pero sin relevancia estadistica (p=0.645, 95% IC). La edad de la mutacion al
diagndstico fue de 40 anos, sin diferencia significativa en relaciéon a no FLT3-ITD y en este caso

la presencia de la mutacion tampoco se asocié a menor tasa de supervivencia. 4°

Por lo tanto, la mutacién de FLT3 es un factor de riesgo independiente de pobre prondstico
aunque en este estudio su prevalencia fue ligeramente menor a la reportada en la mayoria de
series latinoamericanas. No hubo pacientes que recibieran trasplante de células progenitoras

hematopoyéticas.

La relacion entre la predisposicion genética y los factores ambientales que causan dano al ADN
juegan un rol crucial en el desarrollo de leucemia aguda mieloide. Se sabe que la actividad de

los transportadores de membrana también contribuye a la susceptibilidad a LMA.4'

La familia de transportadores ABC (ATP binding cassette) y en especifico la glicoproteina P

(Gp-P o ABCB1) es un mecanismo clasico de la multidrogo resistencia en leucemia aguda



mieloide actuando como bomba con los farmacos antineoplasicos. Varios estudios sobre el rol
clinico y funcional de polimorfismos de nucledtidos unicos en ABCB1 han producido resultados
discrepantes. Sin embargo ciertas mutaciones se han asociado con la ocurrencia de tumores
renales, leucemia aguda linfoblastica en nifos, asi como es predictivo para resultados de la

terapia en leucemia aguda mieloide. !

Algunas mutaciones de estos genes se han asociado con menor toxicidad sobre todo en
ABCC1-ABCC2 y ABCG2, sobre todo menor cardiotoxicidad. En un estudio realizado en
Espafna con 225 pacientes en los que evaluaron varios polimorfismos de genes ABC, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en las caracteristicas de presentacion ni
tasa de remision completa. En este estudio la expresion alta de ABCB1 tuvo un promedio de 49
afnos, ligeramente mayor a los de expresion baja (considerado normal) pero mas jévenes que
los pacientes de expresion ausente, esto sin embargo no plantea una diferencia significativa.
En este estudio el nivel de expresién de ABCB1 tampoco estuvo relacionado a la tasa de

remision completa. 4!

En los estudios previamente realizados en poblacion mexicana (Olarte-Carrillo) se demostré ya
la sobreexpresion de los genes ABCB1 y ABCG2 en pacientes con leucemia aguda linfoide,
comparado con controles sanos. Se confirmé que la expresidon aumentada se asocidé con una

disminucién en la tasa de supervivencia a 40 meses.

En nuestro estudio se reportd una frecuencia de expresion aumentada de ABCB1 en 45,5% de
pacientes, siendo mas comun en las leucemias de tipo monocitoide, aunque no hubo relacion
con la respuesta a la inducciéon, como se menciond previamente. En cuanto a recaida, el 50%

de los pacientes que la presentaron tuvieron expresion alta de este gen. 42



También se comprobd que los pacientes que tenian expresiéon aumentada de ABCB1 tuvieron
una supervivencia global disminuida (Log Rank 0.028) en comparacién con los de expresion

normal o ausente. 42

13.Conclusiones

La leucemia aguda mieloide es una enfermedad agresiva, de dificil tratamiento, y que aun no
ha sido caracterizada completamente, por lo tanto todavia hay un campo grande de
investigacién en este tema. La presencia de la mutacién FLT3-ITD en este estudio presentd
una frecuencia muy baja comparada con lo referido en la literatura latinoamericana y mundial,
por lo que los resultados son de dificil reproducibilidadad. Sin embargo la presencia de
expresion aumentada de ABCB1 si se relacion6 a un peor prondstico de la enfermedad,
especificamente en supervivencia global y tasa de recaida, lo que coincide con lo informado en
trabajos previos. Aun asi, consideramos que pueden y deben realizarse mas estudios en este
campo, con la finalidad de describir mejor la enfermedad, entender su fisiopatologia, y buscar

un mejor tratamiento para nuestros pacientes.

14.Perspectivas futuras

Hoy por hoy, la leucemia aguda mieloide es uno de los campos terapéuticos mas apasionantes
de la hematologia, ya que los avances en biologia molecular y secuenciacion genética, han
permitido encontrar blancos terapéuticos no basados unicamente en quimioterapia sistémica.
Sin embargo por la fisiopatologia de esta enfermedad, nos encontramos aun lejos de una cura,
por lo que el tratamiento se orienta a farmacos disefados para atacar estas dianas
moleculares, por ejemplo FLT-3 ITD, IDH1 y 2, BCL-2, y agentes hipometilantes, entre otros. A
su vez esperamos que la mejor comprension de los transportadores de membrana nos

ofrezcan alternativas terapéuticas a lo largo del tiempo.
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