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CAPIiTULO |

RESUMEN

Antecedentes

La leucemia linfoblastica aguda es el cancer mas comun en la infancia, con
mayor incidencia en la edad de 3 a 5 afos. La LLA es considerada la enfermedad
pediatrica oncolégica con mayor éxito en la historia; continuamente surgen nuevas
terapias que han aumentado la sobrevida mayor a 95% en paises desarrollados. Se
ha logrado caracterizar a la enfermedad de acuerdo con su inmunofenotipo,
citogenética, alteraciones moleculares y respuesta a tratamiento que son
considerados como los mas relevantes factores prondstico. Recientemente ha
crecido el interés de subclasificar la leucemia por su perfil protedmico que pueda
contribuir a dar mas informacion en una enfermedad muy heterogénea; y asi poder
establecer nuevas estrategias de tratamiento de acuerdo con factores prondéstico y

el desarrollo de terapias blanco que beneficiarian a todos los pacientes con LLA.

Material y métodos

Se trata de un estudio prospectivo, observacional y descriptivo donde se
incluyeron pacientes en edad de 0 a 16 afos con diagndstico de leucemia
linfoblastica aguda células B. Como objetivo general determinar el patron de
expresion del proteoma de superficie celular en nifios con diagnéstico de LLA y su
relacion con sobrevida. Se incluyeron pacientes de reciente diagndstico de LLA-B

en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” que participaron en el



protocolo “Analisis protedmico de antigenos de superficie asociados con leucemia
linfoblastica aguda tipo B para desarrollo de estrategias diagndsticas, prondstica y/o
terapéuticas de la enfermedad” (HE18-00012). Estudio de casos y controles,
longitudinal y prospectivo donde se obtenian 3 muestras sanguineas de médula
O0sea o sangre periférica (momento del diagndstico, dia 7 y al mes de iniciado el
tratamiento); de las muestras sanguineas se determiné inmunofenotipo,
citogenética, panel molecular y el perfil protebmico mediante método MALDI-TOF-
MS. Se incluyeron variables como edad, sexo, respuesta a esteroides, citogenética,
panel molecular, inmunofenotipo, riesgo de clasificacion, terapia empleada,
enfermedad minima residual, eventos secundarios y/o adversos, eventos de
morbilidad durante el curso de enfermedad, recaida y caracterizacién de perfil

protedmico. El seguimiento de los pacientes fue de 2 afios desde el diagnostico.

Resultados

La mayoria de los pacientes se catalogaban en riesgo intermedio o alto
(87.4% total) se observa que el 87.5% de los sujetos incluidos tienen una EMRE
negativa posterior a la induccion; el 73% de los casos presenté alteraciones
moleculares. 43.7% con ETV6-RUNX1, el 43.8% con citogenética anormal, la
mayoria presentaron buena respuesta a esteroides y con cuenta de linfocitos menor

de 20 000 K/uL al diagnéstico

El 75% de los sujetos incluidos se encuentra vivo a 2 afios de tratamiento,
solo presentando 2 pacientes recaida o enfermedad refractaria quienes

posteriormente fallecieran en cuidados paliativos por enfermedad de base.



Se observaron resultados heterogéneos en el perfil protedbmico identificado
diferentes grados de expresion proteica; en el mapa de calor de comparacién de
control vs casos de sangre periférica se encontro diferente expresion, comparado
con el grupo control, de proteinas relevantes como inhibidor serpina peptidasa clase
A miembro 5 (SERPINAS), profilina-1 (PFN1), Insulin-like growth factor-binding
protein 3 (IGFBP3), cofilina-1 (CFL1), timosina Beta 4 (TMSB4X), peptidil-prolil
isomerasa A (PPIA), tubulina alfal (TUBA1), beta 2 microglobulina (B2M) e
inmunoglobulinas alfa, kappa, lambda y kappa ademas de complemento 4 (C4). En
comparacion de los controles vs casos de médula 6sea se observaron proteinas
similares a sangre periférica, agregandose haptoglobina, factor 13 alfa 1 (F13A1),
componente amiloide P sérico (APCS), proteina pro-plaqueta basica (PPBP) y

amiloide sérico A2 (SAA2); proteinas involucradas en patogénesis de LLA.

Se pudo observar que la mayoria de los sujetos presentaron muy buena
respuesta a tratamiento, con buena respuesta a esteroides en 81.2% y EMRE
negativa posterior a la induccion en 87.5%; con una sobrevida de 75% a 2 afos, de

los cuales el 50% de los pacientes se encuentran en vigilancia y sin tratamiento.

Conclusiones

Proteinas involucradas en oncogénesis, apoptosis y estabilidad del
citoesqueleto se encontraron subexpresadas en un grupo de pacientes mexicanos
con LLA de moderado a alto riesgo, los cuales tuvieron una sobrevida del 75% a

dos afios. Se requiere evaluar la relacion que pudiera haber entre los factores de



prondstico tradicionales presentes en nuestros pacientes y la respuesta al

tratamiento y la sobrevida encontrada.

Es necesario continuar con este tipo de estudios prospectivos y controlados
en nuestra poblacién que ayuden a determinar la relacion de proteinas de superficie
y la sobrevida en estos pacientes quienes en un futuro pudieran beneficiarse

protocolos y terapias individualizadas.



CAPITULOII

INTRODUCCION

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es una transformacién maligna y
proliferacion de células progenitoras linfoides en la médula ésea, sangre periférica
y sitios extramedulares. La incidencia de la LLA tiene una distribucion bimodal, con

un pico en la infancia y segundo pico alrededor de la edad de 50 afios. [1]

La LLA es el cancer mas comun en los nifios y una de las causas mas
frecuentes de muerte por cancer antes de los 20 afos. Se estima en los Estados
Unidos 30 casos por millén de personas menores de 20 afios, con mayor incidencia
entre la edad de 3 a 5 afnos, la incidencia varia dependiendo de la raza y grupo
étnico, en poblacién hispana la incidencia reportada es de 40.9 casos por millon;
siendo mas frecuente en varones que mujeres con una relacion 55% a 45%

respectivamente. [2,3]

Actualmente multiples factores genéticos (ej. Sindrome de Down), variantes
polimérficas de algunos genes, mutaciones germinales son asociados con un
incremento en el riesgo de presentar LLA, pero la mayoria de los pacientes no se
identifica algun factor desencadenante; muy pocos factores ambientales han sido

asociados con LLA como la radiacion, exposicion a quimicos e infecciones virales.

[2]

La LLA se divide en 3 subtipos; B linfoblastica, T linfoblastica y leucemia

Burkitt, en la actualidad la LLA se estratifica en riesgos dependiendo de la cuenta



de leucocitos al diagnostico, inmunofenotipo, citogenética, involucro a sistema
nervioso central (SNC), respuesta a tratamiento con esteroides y enfermedad
minima residual (EMRE) que son factores pronostico de la enfermedad y ademas
permite determinar el régimen de tratamiento a seguir ademas de considerar la

opcion terapéutica del trasplante de células hematopoyéticas. [2]

El tratamiento de quimioterapia combinada adaptada a riesgos, profilaxis
efectiva de SNC, la introduccion de nuevos farmacos como los anticuerpos
monoclonales y el trasplante de células hematopoyéticas han aumentado la tasa de
remision y la sobrevida, reportandose en paises industrializados la tasa de
sobrevida entre 80-90%. En México la sobrevida y eventos libre de enfermedad a 5

afos es reportada en 63% y 52% respectivamente. [1-5]

La LLA ha sido considerada la enfermedad pediatrica oncolégica con mayor
éxito en la historia, sin embargo, siguen surgiendo nuevas terapias prometedoras
con toxicidad reducida. A causa de la gran diversidad de alteraciones genéticas y
moleculares que ocurren en la LLA es poco probable que exista un agente que sea
efectivo para todos los pacientes, ahora con la habilidad de caracterizar la
enfermedad de acuerdo al inmunofenotipo y citogenética es posible el uso de
terapias dirigidas, sin embargo, se anticipa que en los siguiente afios con el estudio
molecular, genémico y biolégico de la LLA sea completamente descrito y pueda ser

posible alcanzar tasas de curacion cercanas al 100%. [1]

Recientemente ha crecido el interés de varios grupos de subclasificar la

leucemia aguda de acuerdo con perfiles protedmicos que puedan contribuir a la



heterogeneidad de la enfermedad, factores prondsticos como determinar el
comportamiento de diferentes tipos de leucemia y que pueda ser asociado a
alteracion en el proteoma. La determinacion de proteoma ha sido aplicada en
distintas enfermedades oncolégicas como cancer de colon, mama, estdmago,

higado y vejiga. [6,7]

En 2004, Cui JW et al, se hace referencia a una definicion molecular de la
leucemia que pudiera desarrollar una mejor clasificacion con el analisis protedmico
de distintos perfiles de proteinas. En este estudio se realizé el analisis de médula
O0sea de pacientes con reciente diagndstico de leucemia aguda identificando las
proteinas mediante espectrometria de masas MALDI-TOF-MS (matrix-assisted
laser desorption/ionization-time-of-flight-mass spectrometry). Observaron diferencia
de proteinas entre células blancas normales y células leucémicas, ademas de la
marcada expresion de proteinas que se correlacionan con algunos tipos y subtipos
de leucemia entre linaje mieloide y linfoide. En posteriores estudios se confirma la

diferencia entre la expresion de proteinas en nifios sanos y con LLA [6, 10]

En otro estudio en 2005 mediante SELDI-TOF-MS (Surface-enhanced laser
desorption/ionization-time-of-flight-mass spectrometry) se identifica en diferentes
tipos de leucemia la expresion C-terminal de la ubiquitina, una proteina universal
crucial en el proceso celular, siendo mas pronunciada su expresion en LLA con

translocaciéon 12;21 y alta hiperdiploidia. [7]

Posteriormente al identificar proteinas asociadas a LLA se han realizado

diversos estudios correlacionando el perfil protedmico con la respuesta a



tratamiento con esteroides, resistencia a diversos farmacos y recaidas. Se ha
logrado identificar proteinas como PCNA que tiene relacion con la resistencia a
esteroides siendo un biomarcador prometedor para la estratificacion de riesgo en
pacientes con LLA. En 2013, Broudaki et al. identifican proteinas que pudieran ser
reguladoras entre pacientes de bajo y alto riesgo; proteinas como CLUS, CERU,
APOE, APOA4, APOA1, GELS, S10A9, AMBP, ACTB, CATA y AFAM, ademas de
observar que no existe relacion entre las sefiales proteicas en bajo y alto riesgo con

las anormalidades citogenéticas. [8, 9]

La oncoprotedmica ha sido una importante innovacion para el diagnéstico
temprano y tratamiento dirigido en LLA. Se han observado en la literatura multiples
descubrimientos del perfil proteémico en LLA, sin embargo, no se ha identificado el
total de biomarcadores protedmicos reales en LLA, en especial biomarcadores para
recaidas y resistencia a tratamiento. La medicina individualizada es un concepto
nuevo que se ha desarrollado durante la ultima década. El aporte de nueva
informacion de protedmica podria ayudar a establecer protocolos homogéneos, el
desarrollo de nuevas e innovadoras estrategias terapéuticas del cual se

beneficiarian todos los pacientes con LLA. [11, 12].



CAPITULO 1l

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La clasificacién, tratamiento y monitoreo de la leucemia linfoblastica aguda
de células B se realiza con la determinacion de alteraciones genéticas,
inmunofenotipo y la respuesta a tratamiento que actualmente son considerados
marcadores aislado que predicen el curso de la enfermedad, pero no es suficiente

para un fenotipo global de la enfermedad.

El analisis del proteoma de superficie celular pudiera ser una herramienta util
para el desarrollo de terapias y seguimiento, asi como implicar un factor pronostico

en ninos con LLA.

La poblacién de nuestro hospital y en general la poblacion mexicana no
cuenta con un estudio relacionado con el patron de expresion del proteoma de

superficie celular en LLA.



CAPITULO IV

JUSTIFICACION

La leucemia linfoblastica aguda de células B es la neoplasia mas frecuente
en la infancia siendo la tasa de supervivencia menor, en paises en vias de
desarrollo. Actualmente la clasificacién de riesgo para respuesta a tratamiento y/o
recaida de leucemia linfoblastica aguda se basa de acuerdo con el curso clinico,
analisis citogenético y de antigenos de superficie que determinan el esquema
terapéutico que pudiera impactar de forma positiva en la sobrevida de estos

pacientes.

El identificar las bases patologicas en relacion con el proteoma de superficie
expresado por estas células seria de utilidad diagnostica y prondstica al adicionar
nuevas herramientas para estratificar riesgos y uso de nuevas estrategias

terapéuticas que resultaria en un beneficio disponible para los pacientes.

El determinar el patron de expresién del proteoma de antigenos de superficie
y su relacion con sobrevida de nuestra poblacion ayudaria a incrementar la
informacion muy limitada que existe actualmente en nifios con leucemia linfoblastica

aguda de células B.
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CAPITULO V

HIPOTESIS ALTERNA

El proteoma de antigenos de superficie de leucemia linfoblastica aguda de células

B en nifos tiene un valor prondstico de sobrevida.

HIPOTESIS NULA

El proteoma de antigenos de superficie de leucemia linfoblastica aguda de células

B en nifios no tiene un valor prondstico de sobrevida.

11



CAPITULO VI

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Determinar la relacién del proteoma de superficie celular con

sobrevida en niflos con leucemia linfoblastica aguda de células B.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Analizar variables de citogenética, inmunofenotipo y respuesta a
tratamiento con relacién al proteoma de superficie celular.

o Describir el patron de expresion del proteoma de superficie celular en
nifios con leucemia linfoblastica aguda de células B.

o Analizar eventos secundarios o adversos durante el curso de la

enfermedad en relacién con el perfil protedmico.

12



CAPITULO VII

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio

Estudio prospectivo, observacional y descriptivo.

Universo de trabajo

Pacientes pediatricos con diagnéstico reciente de leucemia linfoblastica
aguda de células B del Servicio de Hematologia Pediatrica del Hospital Universitario

“Dr. José Eleuterio Gonzalez”

Criterios de inclusion

+ Pacientes en edad de 0 — 16 afios, sexo indistinto.

+ Pacientes con diagnostico de leucemia linfoblastica aguda de células B
incluidos en el protocolo “Analisis protedmico de antigenos de superficie
asociados con leucemia linfoblastica aguda tipo B para desarrollo de
estrategias diagnédsticas, prondstica y/o terapéuticas de la enfermedad”
(HE18-00012)

» Pacientes con registro de perfil protedmico realizado durante el estudio
previo.

* No tratamiento previo

* No enfermedades genéticas que predispongan a leucemia.

13



Criterios de exclusion

+ Enfermedad crénica concomitante al diagndstico de leucemia linfoblastica

aguda de células B

Criterios de eliminacion

* Registros y expedientes incompletos.

Proceso de captura de sujetos

Se incluyeron los resultados del perfil protedmico, citogenética e
inmunofenotipo de 16 pacientes con reciente diagndéstico de leucemia linfoblastica
aguda de células B que se incluyeron en el protocolo “Analisis proteémico de
antigenos de superficie asociados con leucemia linfoblastica aguda tipo B para
desarrollo de estrategias diagnosticas, prondstica y/o terapéuticas de la

enfermedad” (HE18-00012).

Variables principales por estudiar

+ Edad

+ Sexo

+ Somatometria (Talla, peso, indice de masa corporal)
* Fecha de diagnéstico

* Respuesta a esteroides al dia 7

+ Citogenética, panel molecular, inmunofenotipo

* Riesgo de clasificacion

» Terapia empleada

14



+ Enfermedad minima residual al dia 36 (EMRE)
+ Eventos secundarios y/o adversos a medicamentos
+ Eventos de morbilidad durante el curso de enfermedad.

» Perfil protedbmico

Se realizd la captura los resultados del perfil protedmico, inmunofenotipo,
citogenética de 16 de 40 pacientes previstos en el protocolo con diagnéstico de LLA
que se incluyeron en el proyecto “Analisis protedmico de antigenos de superficie
asociados con leucemia linfoblastica aguda tipo B para desarrollo de estrategias
diagnosticas, pronostica y/o terapéuticas de la enfermedad” (HE18-00012). El
estudio previamente mencionado consiste en un estudio de casos y controles,
longitudinal y prospectivo, la poblacidon prevista a estudiar fue de 40 pacientes con
reciente diagndstico de LLA B, sin tratamiento y 40 sujetos sanos, con reclutamiento
de pacientes en las instalaciones del servicio de Hematologia, del Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”. Se obtuvieron 3 muestras sanguineas
de médula ésea (MO) o sangre periférica (SP) al momento del diagndstico, dia 7 y
al mes de iniciado el tratamiento; de las muestras sanguineas se determind
inmunofenotipo, citogenética, panel molecular y la determinacion del perfil

protedmico que se realizd por espectrometria de masas (MALDI-TOF-MS).

Durante la captura de los sujetos se utilizaron los datos que se registran de
manera rutinaria en el servicio de hematologia en una base de datos de Excel, se
incluyeron las siguientes variables: edad, sexo, somatometria, fecha de diagndstico,
respuesta a esteroides al dia 7 de inicio del tratamiento, citogenética, panel
molecular e inmunofenotipo, clasificacién de riesgo prondstico, terapia empleada

15



como el uso de anticuerpos monoclonales, enfermedad minima residual al dia 36
de iniciar tratamiento, eventos secundarios y/o adversos a medicamentos, eventos
de morbilidad durante el curso de enfermedad, recaida y la caracterizacion del perfil

protedmico.

Los criterios utilizados para valorar respuesta a tratamiento fueron los
siguientes: buena respuesta a esteroides que se define como la presencia de menos
de 1000 blastos en frotis de sangre periférica (FSP) al dia 7 de tratamiento de
induccién a remision; como enfermedad minima residual (EMRE) negativa con
presencia <0.01% de blastos y positiva con >0.01% de blastos en la muestra medida

por citometria de flujo.

La clasificacion de riesgo fue de acuerdo al protocolo institucional; riesgo bajo
en pacientes con edad de 1 a 6 afios, <20 000 K/uL leucocitos al diagnéstico y
EMRE negativa al termino de induccion; riesgo intermedio comprende edad >6
afos, >20 000 K/uL leucocitos al diagnéstico y EMRE negativa al finalizar induccion
y riesgo alto pacientes con mala respuesta a esteroides (>1000 blastos en FSP),
hiperleucocitosis (>100 000 K/uL leucocitos al diagndstico), citogenética o panel
molecular de riesgo alto reportadas en la literatura, infiltracion a sistema nervioso

central (SNC3) y EMRE positiva al final de induccion a remision.

El protocolo de tratamiento empleado fue el protocolo institucional adaptando

el esquema de quimioterapia en base a clasificacion de riesgo de enfermedad.

Se incluyeron 16 pacientes que completaron el estudio en el protocolo base

y seguimiento en un tiempo de 2 afios desde el diagndstico. En relacién con los

16



datos obtenidos se determiné la incidencia de perfil protedbmico; se analizaron las
variables de la base de datos y su asociacidn entre perfiles protedmicos de
antigenos de superficie, asi como los eventos secundarios 0 adversos en relacion

con el perfil protedbmico como objetivos secundarios.

La informacién de los pacientes utilizada se reveld solo para las actividades
y operaciones que estuvieron relacionadas con el protocolo de investigacion, asi
como en circunstancias limitadas, como cuando fuera requerido por ley. El uso y
revelacion de datos sobre los pacientes se limit6 al estandar del "minimo necesario"
y fue utilizada solo por los investigadores relacionados con el protocolo de
investigacion. Otros usos y revelaciones de la informacién de los pacientes, no

ocurrié a menos que los tutores haya dado su consentimiento.

Se realizé analisis descriptivo de las variables demograficas y clinicas. Se
utilizaron medidas de tendencia central y dispersion segun correspondia para
variables numéricas y continuas. El analisis de grupos de realizé usando prueba de
Chi cuadrada y T student para variables dicotémicas, prueba de Mann Whitney para
variables paramétricas y prueba de T student para variables numéricas continuas.
Las pruebas de normalidad se realizaron con una prueba de Kolmogorov-Smirnov.
Se consideré p <0.5 como significativa, se utiliz6 SPSS 20.0 para el andlisis
estadistico. La asociacion entre perfiles protedbmicos y respuesta a tratamiento y

sobrevida se pretendié realizar mediante curvas de sobrevivencia (Kaplan Meier).

17



CAPITULO VIII

RESULTADOS

Se incluyé un total de 40 pacientes de los cuales solo 16 completaron los
criterios de inclusion. Diez (62.5%) de sexo masculino y seis (37.5%) femeninos.

[Tabla 1]

La edad media al momento del diagndéstico fue de 6.3 afios con un rango de
1 a 11 anos, el diagndstico mas comun correspondié a LLA B con 14 pacientes

(87.5%), el resto corresponde a LLA pro B y un paciente con LLA B Ph+. [Tabla 1]

A todos los pacientes se les realiz6 un panel agudo de leucemia por
citometria de flujo; el estudio citogenético reportd normal en 9 pacientes (56.2%) al
diagnostico y el resto anormal (7, 43.7%) incluyendo alteraciones como
hiperdiploidia en 2 pacientes, translocacion 4;11 en 2 pacientes, citogenética
compleja, translocacion 17;19, translocaciéon 4,12 y delecién del cromosoma 9 se
identific6 en 1 paciente respectivamente; de los 7 pacientes con citogenética
anormal, 5 presentaron citogenética normal al finalizar la induccién a remisién; 2
pacientes persistieron con la misma alteracion detectada desde el diagndstico.

[Tabla 1]

En el 75% de los casos se obtuvo un resultado molecular. La alteracién mas
frecuente fue ETV6-RUNX1 en 7 pacientes (43.7%); en tres reportaron

KMT2A/AFF1, TCF3-HLF y TCF3-PBX1, solo en uno se identificé la presencia de

18



BCR/ABL. En 4 (25%) no se detecto alteracion molecular; uno no se puede analizar

por ser muestra inadecuada. [Tabla 1]

El numero de leucocitos al diagndstico prevalecié en su mayoria menor a 20
000 K/uL (56.2%), el resto con mas de 20 000 leucocitos K/uL, correspondiendo a
solo 2 con hiperleucocitosis mayor a 100 000 K/uL, de los 16 pacientes analizados
ninguno presento sindrome de lisis tumoral; asi como ninguno presento infiltracion

a SNC. [Tabla 1]

La mayoria de los pacientes se clasificaron con riesgo intermedio y alto en

87.4%, el resto como riesgo bajo riesgo de acuerdo con los criterios del centro.

La respuesta a tratamiento se clasificd en base a la respuesta a esteroides y
enfermedad minima residual (EMRE) al terminar la induccion a remision, se observo
que la mayoria de los pacientes presentaron buena respuesta a esteroides en
81.2% y 87.5% con EMRE negativa, de los 2 pacientes que presentaron EMRE
positiva al término de la induccién. Uno de los pacientes presentando desde el
diagndstico hiperleucocitosis, mala respuesta a esteroides y enfermedad refractaria
a tratamiento quien posterior presentaria recaida aislada a médula 6sea y SNC
posterior a trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) y fallecimiento
secundario a enfermedad. Catorce pacientes no presentaron recaida durante el
periodo de 2 afios que se dio el seguimiento, solo 1 paciente presento recaida mixta
muy temprana a MO y SNC quien posterior falleciera en cuidados paliativos por

enfermedad refractaria a 2da y 3er linea de tratamiento. [Tabla 2]
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Los eventos adversos descritos en nuestra poblacion fueron muy
heterogéneos reportando trombosis secundaria a L-asparaginasa en 2 nifios con
localizacion en extremidades en uno de los sujetos y el otro presentando ataque
isquémico transitorio; los efectos de pancreatitis aguda, convulsiones, neuropatia
periférica y toxicidad hepatica fueron de los otros reportados, aunque en solo se

presentaron en 1 paciente cada uno. [Tabla 2]

Actualmente se encuentran en vigilancia la mitad de la poblacion estudiada,
seguido de 4 (25%) quienes se encuentran en etapa de mantenimiento; solo uno de
los sujetos se realizé TPH haploidéntico y uno de riesgo alto por translocacion 17;19
abandoné tratamiento durante la etapa de mantenimiento intermedio; 2 pacientes

fallecieron quienes previamente se describid las causas. [Tabla 2]

La determinacion del perfil protedmico identificado en los pacientes se
tomaron solo resultados del diagndstico en ambas muestras de sangre periférica
(SP) o médula ésea (MO) y fueron comparados los resultados con grupo control de
sujetos sanos incluidos en un protocolo previo; se determind mediante
normalizacion de los datos proyectandolos en mapas de calor con las proteinas de

mayor relevancia con diferencia significativa de 10 “folds”. [Graficos 1y 2]

Se observaron resultados heterogéneos en el perfil protedmico identificado
diferentes grados de expresion proteica; en el mapa de calor de comparaciéon de
muestras de sangre periférica de controles vs casos de sangre, se observd
subexpresion de proteinas relevantes como inhibidor serpina peptidasa clase A

miembro 5 (SERPINAS), profilina-1 (PFN1), Insulin-like growth factor-binding protein
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3 (IGFBP3), cofilina-1 (CFL1), timosina Beta 4 (TMSB4X), peptidil-prolil isomerasa
A (PPIA), tubulina alfa1 (TUBA1), beta 2 microglobulina (B2M) e inmunoglobulinas

alfa, kappa, lambda y kappa ademas de complemento 4 (C4). [Grafico 1]

La comparacion de muestras de médula 6sea entre los controles y los casos
arrojo proteinas similares a sangre periférica, ademas de haptoglobina, factor 13
alfa 1 (F13A1), componente amiloide P sérico (APCS), proteina pro-plaqueta basica
(PPBP) y amiloide sérico A2 (SAA2) [Grafico 2]. La funcion de las proteinas, su gen

y asociacion con patologias se muestra en la tabla 3.

En la poblacion estudiada se pudo observar que la mayoria de los sujetos
(81.2%) presentaron muy buena respuesta al tratamiento con esteroides y EMRE
negativa posterior a la induccién en 87.5%; con una sobrevida a 2 afios de 75%, de

los cuales el 50% de los pacientes se encuentran en vigilancia y sin tratamiento.
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CAPITULO IX

DISCUSION

En la actualidad la LLA al ser el cancer infantil con mayor prevalencia en el
mundo se ha beneficiado de grandes avances cientificos relacionados con
tratamiento e incremento en las tasas de sobrevida en las ultimas décadas. Se
reconoce que el clasificar a los pacientes en diferentes grados ayuda a identificar
que nifos requeriran tratamiento mas intensivo o que presentaran un curso de
enfermedad no favorable, realizandose diferentes protocolos estratificados de
tratamiento en los diferentes centros hemato — oncoldgicos del mundo y de nuestro

pais.

En recientes afios ha incrementado el interés de refinar la clasificacion de
riesgo de los nifios con LLA a través de identificacion de alteraciones moleculares,
genéticas y del perfil protedmico. Diversos estudios han analizado el perfil
protedmico de diferentes enfermedades malignas hematoldégicas con el fin de
identificar la presencia de proteinas que pudieran indicar cambio en la clasificaciéon

de riesgo.

Diferentes grados de expresion de proteinas se han encontrado en LLA, sin
embargo, en los diferentes estudios no han compartido resultados similares de
expresion de ciertas proteinas, eso se explica por el método y sensibilidad de
analisis de espectrometria de masas, la poblacion estudiada e incluso variables

como la etnia o raza.
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En el presente estudio se encontraron 16 proteinas diferencialmente
subexpresadas en los pacientes con LLA comparadas con el grupo control, 10 en

ambas muestras de tejidos analizados y 6 solo en sangre periférica.

Las mutaciones en los genes que codifican para las proteinas relevantes
identificadas en nuestro estudio asi como la sobre o subexpresion de las mismas
han sido relacionadas con la arquitectura de citoesqueleto y con diversas funciones
como regulacién del sistema inmune, apoptosis, estabilizacion de filamentos del
citoesqueleto, sintesis DNA e interaccion con la mitosis, procesos que se han

asociado a oncogeénesis.

Esta descrito que las proteinas involucradas en las vias de citoesqueleto
como la profilina-1, cofilina-1, tubulina alfa 1 y timosina beta 4 estan alteradas en
diferentes tipos de cancer y tienen un rol importante en el control y proliferaciéon de
células neoplasicas; como ejemplos estan los filamentos intermedios que son
estructuras presentes en el nucleo y citoplasma que participan en sitios de union
celular como keratina, vimetina y neurofilamentos, los cuales pueden mostrar
diferentes patrones de expresion en cancer de origen epitelial; los microfilamentos
como moléculas de actina estan involucradas en proliferacién, migracién y
diferenciaciéon; se ha se ha observado que diferentes mutaciones en genes
relacionados con la estabilidad de los microtubulos durante la division celular

permitiendo un crecimiento no controlado de células mitéticas [13].

Las proteinas como actina y tubulina alfa/beta tienen un rol importante pues

las mutaciones presentes en su estructura puede traducirse en resistencia a
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quimioterapéuticos dirigidos contra los microtubulos tales como los alcaloides de la
vinca (ej. Vincristina, vinblastina), ampliamente utilizados de primera linea para
tratamiento de LLA; esto generando mayor énfasis en identificar la relacion entre las
vias metabdlicas de las proteinas involucradas en microtubulos y la resistencia a
estos farmacos [14]. En nuestro estudio estas proteinas involucradas en el
citoesqueleto y en procesos dinamicos de actina se encontraron subexpresadas, lo
cual pudiera estar relacionado con la buena sobrevida y respuesta al tratamiento
encontradas en nuestros pacientes, sin embargo, es necesario hacer otro tipo de

estudios para corroborar dicha asociacion.

La proteina timosina beta 4 se ha descrito desde 1987 en estudio realizado
por Gondo et al, su relacion con leucemia aguda aislandose en ADN citoplasmatico
de leucocitos de sangre periférica de un paciente con mencionado diagndstico, en
dicho estudio estudiaron la expresion de timosina beta 4 en células mieloides y
linfoides malignas encontrando un patron que sugiere puede estar involucrado en

fases tempranas de mecanismos inmunes [15].

Las vias de senalizacion de proteinas de crecimiento como el factor de
crecimiento tipo insulina (IGF) se han asociado a tener un rol en la proliferaciéon de
diferentes tipos de tumores. Los niveles séricos bajos de proteinas Insulin-like
growth factor-binding protein 2 y 3 (IGFBP 2 -3) e IGF2 se encontré que estan
directamente relacionado con crecimiento celular alterado demostrando su

implicacién en la proliferacion de blastos linfoides en nifios con LLA [16].
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Alteraciones en la expresion de IGF-I, IGF-II, IGFBP-5 se han observado en
pacientes con LLA en estudios posteriores, se ha demostrado que los linfoblastos
tipo B tienen mas relacién con proteina IGF-Il e IGFBP3, en comparacion con
linfoblastos T de los cuales es mas comun diferente expresién proteica en IGFBP-2
e IGBP-5 [17]. Se ha estudiado este tipo de proteinas en pacientes con LLA con
rearreglos MLL (mixed lineage leukemia) que implica una enfermedad de alto riesgo
y pobre prondstico encontrando resultados que sugieren participan en puntos
criticos en los diferentes mecanismos patogénicos con este rearreglo de alto riesgo
generando una potencial terapia dirigida a este tipo de proteinas [18]. En nuestra
poblacion se observaron en ambas muestras de MO y SP subexpresién en
diferentes grados de IGBP3 que sugiere estar relacionado con la respuesta en

nuestros pacientes.

Se ha identificado un desbalance en la accién de linfocitos T en su interaccién
con cambios de expresidon proteica en pacientes con enfermedades
linfoproliferativas tipo B. En estos pacientes se han descrito proteinas que se unen
a actina como cofilina-1, profilina-1 y coronina-1A, complejos capaces de generar
un desbalance en linfocitos T periféricos a través de reorganizacion del
citoesqueleto, alterando la funcion efectora de estos en pacientes con
enfermedades malignas linfoides tipo B [19]. Esta descrito en otros estudios la
actividad inhibitoria de tumor de la proteina profilina-1 y que su alteracion al unirse
a otras proteinas como la exportina-6 (XPOG6) generan una importante y frecuente

desregulacion en la proliferacion de células cancerigenas [20].
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Gang Xu, determiné en su estudio diferente expresion de proteinas en nifios
con LLA de alto riesgo en comparacion con bajo o mediano riesgo, logro identificar
86 proteinas diferentes en nifos con alto riesgo y 54 proteinas con mayor expresion
en LLA que no se detectaron en los controles de nifios sanos. De estas 54 proteinas
en nuestro estudio se identificaron proteinas similares como SERPINA, tubulina y

timosina alfa, sin embargo, en nuestros casos estaban subexpresadas. [21].

Los marcadores de riesgo tradicionales, que se utilizan para prondstico y
respuesta a tratamiento, en nuestra poblacion de pacientes fueron controversiales.
Mientras que el 87.4% de los pacientes se encontraban en las categorias de
intermedio y alto riesgo, los parametros moleculares y citogenéticos se asociaban a
bajo riesgo, como la presencia del gen de fusion ETV6-RUNX1 en 43.7% vy
citogenética normal en el 56.2%. Por otro lado, el 87.5% de los pacientes tuvieron
una EMRE negativa posterior a la induccion (buen prondstico), lo que a la fecha es
el marcador prondstico con mayor valor, lo cual es coincidente con buena respuesta
a esteroides y con una cuenta de linfocitos menor de 20 000 K/uL al diagnéstico,

ambos factores de buen prondstico.

A dos afos del inicio del estudio, el 75% de los pacientes incluidos se
encuentra vivo, solo dos pacientes presentaron recaida o enfermedad refractaria

quienes posteriormente fallecieron con cuidados paliativos por enfermedad de base.

De demostrarse la relacion de las proteinas subexpresadas con la buena
respuesta a tratamiento y sobrevida de los pacientes, podrian ser utilizada como

factores predictivos.
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Una de las fortalezas del presente estudio es el poder contar con pruebas
moleculares, citogenéticas, el proteoma de base y el seguimiento de los pacientes
por dos afos. Por otro lado, una debilidad de este es el numero de pacientes. Es
necesario ampliar a una mayor poblacién para la reproduccion de los resultados

obtenidos.
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CAPITULO X

CONCLUSION

El estudio protedmico ha aumentado en los recientes afos, en las
enfermedades linfoproliferativas ha crecido el interés de tener biomarcadores mas
confiables y de mayor peso para establecer un diagndstico, prondstico y respuesta
a tratamiento mas especificos, agregando herramientas para un mejor
entendimiento fisiopatolégico desde la caracterizacion molecular y proteica
generando informacion mas detallada sobre la enfermedad, su prondstico y terapias

dirigidas potenciales.

El presente es el primer estudio del proteoma de pacientes con LLA
mexicanos, en una cohorte con dos afios de seguimiento, en donde se encontré la
subexpresion de proteinas relacionadas con la proliferacion celular, factores de
crecimiento y de la respuesta inmune, reportados su asociacion a neoplasias

malignas solidas y hematologicas.

Los parametros de riesgo y sobrevida tradicionales fueron controversiales en
esta poblacion. El 87% de los pacientes tuvieron buena respuesta al tratamiento y
estan vivos actualmente. La asociacion de las proteinas encontradas con la
respuesta a tratamiento y sobrevida de los pacientes es motivo de una investigacion

posterior.
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CAPITULO XI

ANEXOS
Tabla 1

Tabla 1. Caracteristicas demograficas (N=16)

Variable Resultado
Sexo, n, %
Masculino 10 (62.5 %)
Femenino 6 (37.5 %)
Edad diagnodstico (afnos), m, rango 6.3 (1-11)
Diagnéstico, n, %
LLAproB 1(6.2 %)
LLA B comun 14 (87.5 %)
LLA B Ph+ 1 (6.2 %)

Panel Agudo, n, %

16 (100%)

Citogenética, n, %

Normal 9 (56.2 %)
Anormal 7 (43.7 %)
Panel molecular, n, %
ETV6-RUNX1 7 (43.7 %)
TCF3-PBX1 1 (6.2 %)
KMT2A/AFF1 1 (6.2 %)
TCF3-HLF 1(6.2 %)
BCR-ABL 1 (6.2 %)
RNA degradado 1(6.2 %)
No detectado 4 (25 %)
Leucocitos (diagnéstico) K/uL, n, %
20 000 - 100 000 5 (31.2 %)
>100 000 2 (12.5 %)
<20 000 9 (56.2 %)
Riesgo, n, %
Alto 7 (43.7 %)
Intermedio 7 (43.7 %)
Bajo 2 (12.5 %)
Sistema Nervioso Central, %
SNC1 12 (75 %)
SNC2 4 (25 %)
SNC3 0 (0 %)
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° Tabla 2

Tabla 2. Respuesta a tratamiento

Respuesta a esteroides, n, %

Si 13 (81.2 %)
No 3 (18.7 %)
EMRE post induccién, n, %
Positiva 2 (12.5 %)
Negativa 14 (87.5 %)
Poblacién aberrante 0 (0 %)
Recaida, n, %
SNC 0 (0 %)
Médula ésea 0 (0 %)
Testiculo 0 (0 %)
Mixta 1 (6.2 %)
Refractario 1(6.2 %)
Sin recaida 14 (81.2 %)
Tipo recaida, n, %
Muy temprana 1(6.2 %)
Temprana 0 (0 %)
Tardia 0 (0 %)
Postrasplante 1(6.2 %)
Sin recaida 14 (87.5 %)
Seguimiento, n, %
Muerto 2 (12.5 %)
Mantenimiento 4 (25 %)
Trasplante 1(6.2 %)
Abandono de tratamiento 1(6.2 %)
Vigilancia 8 (50 %)
Eventos, n, %
Pancreatitis 1(6.2 %)
Convulsiones / neurotoxicidad 1(6.2 %)
Trombosis 2 (12.5 %)
Neuropatia 1(6.2 %)
Alergia / Anafilaxia 0 (0 %)
Toxicidad hepatica 1(6.2 %)
Neumonia 1(6.2 %)
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Grafico 1: Mapa de calor 1. Control vs Sangre periférica
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Grafico 2: Mapa de calor 2. Control vs Médula 6sea
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Tabla 3. Resumen proteinas

Proteina Gen Locus Funcion Patologias Asociadas Expresion
en este
estudio

Serpin peptidase | SERPINAS, | 14932.13 | Inhibidor de activador de proteina | Relacionado a diferentes tipos de cancery SP

inhibitor, clade A, | PCI C enfermedades cardiovasculares

member 5

(protein C

inhibitor)

PEN 1 17p13.2 | Regulador del crecimiento de Regulacién de respuesta inmune en monocitos, MO / SP

Profili filamentos de actina marcador prondstico en cancer renal.

rofilin 1

Insulin-like IGFBP3 7p12.3 Estimula crecimiento celular, Angiogénesis, respuesta inmune, regulador apoptosis, MO / SP

growth factor- regulador de apoptosis marcador prondstico en cancer renal, hepatico y

binding protein 3 colorrectal.

Cofilin-1 (CFL1) CFL1 11913.1 | Regulacion dinamica de actina, Detectado en todo tipo de cancer con baja especificidad. | MO / SP

regulacion de morfologia celulary | Marcador pronéstico en cancer hepatico.
organizacién de citoesqueleto

Timosina Beta 4 | TMSB4X Xp22.2 Organizacion de citoesqueleto, Regulacién inmune, marcador prondstico de cancer MO / SP

participa con mondémeros de renal.

actina
Peptidil-prolil PPIA 7p13 Activacion de células endoteliales | Cancer de mama, glioma, linfoma, colorrectal SP
isomerase A y leucocitos; quimiotaxis y

apoptosis, activacion y agregacion

plaquetaria

Tubulina alfa 1 TUBA1 12913.12 | Funcién en microtubulos y Lisencefalia, marcador pronostico cancer SP

citoesqueleto

Beta 2 B2M 15921.1 | Componente de complejo mayor Amiloidosis, cancer, regulacién inmune (macréfagos, SP

microglobulina de histocompatibilidad clase I, monocitos, NK)

presentacion de antigenos
peptidicos al sistema inmune.

Haptoglobina HP 16922.2 | Antioxidante, respuesta inmune Nefropatia diabética, enfermedad coronaria, MO

aguda enfermedad de Crohn, Parkinson, cancer.

Factor 13 alfa 1 F13A1 6p25.1 Estabilizador de coagulo de Alteraciones hemostasis, gen relacionado a cancer, MO

fibrina. Hemostasis

Componente APCS 1923.2 Interaccion DNA e histonas, Cancer hepatico MO

amiloide P sérico

proteina chaperona, control
degradacion de cromatina,
regulador de apoptosis
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Proteina pro- PPBP 4913.3 Sintesis DNA, interaccion en Marcador prondstico cancer cérvix, expresion célula MO / SP
plagueta basica mitosis mieloides (respuesta inmune), hemostasis

Amiloide sérico SAA2 11p15.1 | Reactante de fase aguda. Amiloidosis, enfermedades inflamatorias cronicas,

A2 potencial marcador tumores.

Tropomiosina TPM1 15922.2 | Estabilizacién de filamentos de Cancer urotelial, cardiomiopatia MO

actina de citoesqueleto.
Regulacion de calcio y
contraccion muscular
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