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III. ABREVIATURAS

B.C. Baja California.

BH Biometria Hematica.

CSF Liquido cerebroespinal

EBV Epstein-Barr

FAB Franco-americano-britanico.

HOX Homeobox

HTLV-1 Virus 1 de la leucemia/linfoma de células T
[.M. Intra muscular.

INEGI Instituto Nacional de Estadistica y Geografia.
K/uL Miles sobre microlitro.

LA Leucemia Aguda

LC Leucemia Crobnica

LCR Liquido Cefalorraquideo.

LLA Leucemia Linfoblastica aguda.

LLC Leucemia Linfoide Crénica

LMA Leucemia Mieloide Aguda.

LMC Leucemia Mieloide Cronica

MRD Enfermedad minima residual.

MRNA RNA mensajero.

NH,4CI Cloruro de amonio.

NOM Norma Oficial Mexicana

OMS Organizacion Mundial de la Salud.

pb Pares de bases.

RNA Acido ribonucleico.

RT-PCR Reaccion en cadena de polimerasa retro transcriptasa.
SNC Sistema Nervioso Central.

TCMH Trasplante de células madre hematopoyéticas
uv Ultra violeta.

V.0 Via oral.

VCM Volumen corpuscular medio.



V. RESUMEN
La caracterizacion molecular de las translocaciones y alteraciones en los

puntos de fusion se encuentran entre los factores prondsticos de mayor relevancia
en pacientes pediatricos con Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA). En diversos
estados de la republica mexicana, en especial en Baja California, el acceso a
estas técnicas se encuentra limitado. Las alteraciones genéticas mas frecuentes
en LLA son E2A-PBX1, MLL-AF4, BCR-ABL(p190), BCR-ABL( p210) y TEL-AML1.
La deteccidbn molecular de estas translocaciones por RT-PCR ofrece gran
sensibilidad y especificidad, en caso importante en los puntos de fusidbn como
BCR-ABL (cromosoma Filadelfia). En este proyecto se analizé la prevalencia de
cuatro diferentes oncogenes (BCR-ABL, TEL-AML, MLL-AF4 y E2A-PBX1)
presentes en LLA en una poblacién pediatrica entre las edades de 0 a 14 afos,
con el fin de implementar un diagnéstico molecular que nos permita establecer
tratamiento oportuno en la poblacion del estado de Baja California. Este estudio
fue enfocado a mejorar el diagnostico genético de la LLA, ya que en el Estado es
la neoplasia maligna mas comun en la poblacion infantil y la principal causa de
muerte por padecimientos oncologicos en los nifios menores de 15 afios. Entre
Septiembre del 2011 y Junio del 2014 se incluyeron a 85 pacientes pediatricos con
diagndstico de LLA en el protocolo de investigacion, con un promedio de edad de
6 afos. Se realiz6 un andlisis molecular de 5 translocaciones por RT-PCR en
todos los nifios, extrayendo el RNA de linfocitos obtenidos de sangre periférica y
fue retrotranscripto, posteriormente se realizaron las PCR y revelado en geles de
agarosa al 1%, usando como control positivo las lineas celulares K-562, MV-4-11,
Rs4(11), KASUMI-1 y ReH, correspondientes a cada translocacion, utilizando los
primers y las condiciones descritas en el protocolo BIOMED-1. Se obtuvieron los
siguientes resultados: E2A-PBX1: 1 (1.17%), MLL-AF4: 0(%), BCR-ABL (p190): 1
(1.17%), BCR-ABL( p210): 4 (4.7%) y TEL-AML1: 0(%). El estudio molecular
confirmo la caracterizacion genética en 6 casos. El diagnostico molecular por RT-
PCR permite la deteccion de translocaciones en LLA y contribuye a mejorar la
caracterizacion de las leucemias. La incorporacion y estandarizacién de estas

técnicas moleculares en hospitales publicos son fundamentales para optimizar el
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diagnéstico y lograr tratamientos especificos e individualizados segun el grupo de
riesgo del paciente y asi disminuir la morbilidad y mortalidad relacionadas a esta
enfermedad. Este proyecto se realiz6 gracias a la colaboracion de la Fundacion
Castro-Limoén, A.C. y el Centro Oncolégico Pediatrico de Baja California C.A. y la
Facultad de Medicina y Psicologia de la Universidad Autbnoma de Baja California,
con el fin de identificar las caracteristicas moleculares que permitan detectar,
controlar o predecir un buen prondstico en pacientes diagnosticados con LLA,
disminuyendo la tasa de mortalidad y mejorando su calidad de vida en los

pacientes pediatricos.
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CAPITULO |

1.1. Introduccion
Durante los ultimos afios se han desarrollado grandes avances en la

investigacion y tratamiento de las leucemias, a pesar de ello, segun las
estadisticas proporcionados por el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI), adn representa la segunda causa de mortalidad infantil en el pais, 18 de
cada 100 casos de morbilidad hospitalaria en México fueron por tumores malignos
en los 6rganos hematopoyéticos de los cuales la leucemia aguda obtuvo la mayor
frecuencia en nifios menores de 15 afios (1,2). Aunandole una alta incidencia en el
noroeste del pais, 36.46 casos por millén de nifios-afio (3) nos revela la necesidad
de encontrar métodos diagndésticos con mayor nivel de precision y eficacia. A
pesar de existir diversos estudios en el tratamiento y diagnostico de la LLA siguen
siendo pocas las investigaciones con un enfoque en pacientes mexicanos y
aquellas realizadas en niflos de esta region son aun mas escasos (3), como
resultado de esto se ha visto un incremento en los indices de mortalidad en
pacientes diagnosticados con este padecimiento, mostrando un pico entre las

edades de 2 a 3 afios (1).

Las alteraciones cromosOmicas se han venido estudiando en asocision con el
buen o mal pronostico de las leucemias al igual que la enfermedad minima
residual (MRD por sus siglas en ingles). La utilizacién de técnicas de RT-PCR para
el control de MRD en pacientes leucémicos, basa en las limitantes que implican
obtener un fragmento de DNA de alrededor de 10 kb en lugar de un pequefio
fragmento de mRNA con la translocacion deseada (4,5), ha permitido el
seguimiento y manejo de pacientes leucémicos en alrededor de 14 paises
europeos. Con la ayuda de técnicas de biologia molecular se ha logrado
comprobar la existencia de una translocacion criptica la t (12;21) en la LLA de tipo
B, que no se detecta por las técnicas citogenéticas convencionales que involucra
los oncogenes TEL y AML1 (6).Esta alteracion es actualmente la mas comun en
esta leucemia y se observa aproximadamente en el 25% de los casos (1). Las

translocaciones cromos6micas mas frecuentes en la LLA presentes en pacientes
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pediatricos son: t(12;21)(p12;922), t(1;19), (g23;pl1l3), t(4;11)(g21;923) vy
t(9;22)(q34;911) (6). Investigaciones nos han revelado la alta incidencia de estas
translocaciones, presentandose hasta en un 31.1% de los pacientes con LLA
menores de 17 afos la t(12;21) (7). Los genes de fusibn comprometidos en estas
alteraciones pueden ser detectados mediante reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa o RT-PCR (por sus siglas en inglés reverse
transcription polymerase chain reaction) técnica que puede ser utilizada tanto para
el diagnostico como para el estudio de la enfermedad residual durante el
tratamiento. En una investigacion realizada en el 2006 se utiliza esta técnica para
determinar la frecuencia de los genes de fusion TEL/AML1 y BCR/ABL en
pacientes pediatricos con LLA, a partir del ARN mensajero (ARNm) obteniendo un
ADN complementario mediante la reaccidn de transcriptasa reversa y fue utilizada
para amplificar la secuencia especifica de los genes de las fusiones antes
mencionadas, como control interno se utilizé una PCR simple (6). Esta técnica nos
revela una alta sensibilidad en el diagnéstico, en estudios realizados en el Hospital
Nacional de Pediatria en Argentina reflejo a 33 casos positivos para algun
rearreglo cromosomico, 15 correspondieron a TEL-AML1, el cual no puedo ser

observado por técnicas de bandeo G (5).

Es bien conocido que los rearreglos cromosomicos involucrados en el gen
ABL-1 usualmente dan como resultados la fusiébn génica BCR-ABLL1 la cual es
frecuente en la leucemia linfoblastica aguda de células T y en la leucemia mieloide
cronica (8,9); pero estudios recientes nos revelan la existencia de otros genes del
producto de esta fusion cromosdomica (BCR-ABL1, ETV6-ABL1l, ZMIZ1-ABL1,
EML1-ABL1 y NUP214-ABL1), donde el NUP214-ABL1 representa el 5% de las
LLA de células T (10), por ello la necesidad del continuo estudio de estas
translocaciones. La caracterizacion de las mutaciones del Gen FLT3 se ha
utilizado como blancos terapéuticos en la leucemia aguda, sin embargo, esta
alteracion génica es detectada en 15.2% de los pacientes con leucemia mieloide
aguda (LMA) y solo en un 10% de las LLA (11) por lo que no es recomendable su

utilizacion en este tipo de estudio.
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Los estudios génicos de las translocaciones t(12;21)(p12;922),t(1;19),
(g23;p13), t(4;11)(921;923) vy t(9;22)(g34;q11) (6) en pacientes pediatricos con
diagnostico de LLA nos muestran la posibilidad de establecer nuevas pautas de
tratamiento, incluso criterios de seleccion de pacientes candidatos para
transplante de médula ésea o quimioterapia designando el curso de accion a
tomar para cada paciente. De esta forma lograremos terapias individualizadas
mejorando la esperanza y calidad de vida de los nifios que sufren esta
enfermedad. Ciertas translocaciones génicas han permitido plantear un subgrupo
de pacientes con una evolucion favorable, por lo que se considera un indicador de
buen pronéstico; por ello, con el objetivo de disminuir los indices de mortalidad
infantil por LLA (leucemia linfoblastica aguda) en el estado de Baja California, se
debe buscar la estandarizacion de pruebas moleculares como método diagnastico
enfocadas en la blusqueda de marcadores genéticos (oncogenes) asociados al
pronostico. Para contribuir en el desarrollo de nuevos esquemas de tratamiento
que permitan establecer, con mayor indice de efectividad, el curso que se tomara
para combatir la enfermedad proporcionando esquemas de tratamiento
individualizados para mejorar la calidad de vida de los pacientes pediatricos con
LLA.
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CAPITULO I

2.1 Antecedentes

2.1.1. Leucemia Linfobl4stica Aguda

Cancer es el término utilizado para una serie de enfermedades
caracterizadas por el crecimiento excesivo de células malignas con rasgos tipicos
de comportamiento y crecimiento descontrolado. El cancer es una enfermedad
genética ya que puede rastrearse hasta alteraciones dentro de genes especificos
en las células somaticas de un individuo afectado. A causa de estos cambios, las
células afectadas, se liberan de ciertas restricciones a las que se encuentran
sujetas las células normales perdiendo la capacidad de autorregulacién y de entrar
en el proceso de apoptosis, proliferandose de manera incontrolable, ocasionando
gue formen masas malignas que destruyen y sustituyen a los tejidos normales
(12,13). Debido a que las leucemias son un tipo de cancer que se desarrolla a
partir de células sanguineas progenitoras y no en forma de tumores sélido, fue
dificil que se considerada como un cancer maligno (14) y no fue hasta mediados
del siglo XIX que se tiene el primer registro de un caso. Las leucemias son un
conjunto de neoplasias que podemos distinguir por una proliferacién no regulada y
maligna de células endogenas de la médula 6sea. Estas células malignas o
inmaduras remplazan e interfieren con la funcién de la médula normal, pudiendo

incluso llegar a invadir otros 6rganos y causar la muerte del paciente (15,16).

2.1.1.1. El descubrimiento de la Leucemia

Las primeras descripciones de la sangre fueron hechas en 1647 por
Leeuwenhoek pero estas solo se concentraron en un tipo de células sanguineas,
los eritrocitos, y no fue hasta 1749 que el anatomista francés Joseph Lieutaud
describié a los glébulos blancos, a los que llamo globuli albicante; en ese mismo
afo describen a las células blanquecinas presentes en el pus (glébulos blancos).
Un cuarto de siglo después, alrededor de 1774, el anatomista inglés William

Hewson nos describe por primera vez al linfocito (18). Con estos grandes
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descubrimientos se abre un nuevo panorama en la hematologia concentrandose,
principalmente, en los procesos inflamatorios y en la formacion de pus, aunque
aun no se lograba tener una descripcion satisfactoria de pacientes con casos de

leucémicos (17).

En 1845 tenemos el primer caso de leucemia publicado por el doctor John
Bennett, en el Edimburg Medical and Surgical Journal. En él se describe el caso
de una necropsia realizada a un paciente de 28 afios, donde se observo hipertrofia
del bazo (mas de 3 kg) e higado, llegando a la conclusion que la muerte del
paciente tuvo lugar por una “supuracion de la sangre” en donde toda la sangre
estaba afectada y el paciente habia sufrido una transformacion dentro de su
sistema sanguineo y no una inflamacion. (17,14). El segundo caso de leucemia
fue publicado en Berlin, seis semanas después que Bennett, por Rudolph Virchow,
el cual presento a un paciente de 50 afios femenino con una enfermedad crénica y
crecimiento del bazo. Durante la necropsia, Virchow, en encontr6 en todos los
vasos sanguineos lo que describi6 como una sustancia semejante al pus,
presentando una descripcion de las células con caracteristicas morfologicas
particulares, semejantes a lo que hoy en dia conocemos como una leucemia
linfocitica cronica. Después de publicar su segundo caso en 1847, Virchow,
introdujo el término leucemia y para 1849 habia identificado dos tipos de
leucemias, esplénica y linfocitica. El siguiente gran avance fue hecho por Paul
Ehrlich quien concluyo que la leucemia es una enfermedad del sistema
hematopoyético primario y, en 1891, nos brinda la tinciéon que lleva su nombre la
cual permiti6 diferenciar las distintas etapas de maduracién de los leucocitos

logrando, de esta forma, la clasificacion de las leucemias (17,18).

2.1.1.2. El descubrimiento de las translocaciones en la Leucemias
En el afio de 1960, se logra un gran avance en el entendimiento de la
leucemia, Peter Nowell trabajando en colaboracion con David Hungerford

descubren que los pacientes con cierto tipo de leucemia (hoy sabemos que eran
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pacientes con LMA) tenian células con cromosomas anormales (19) con estos
avances se fundan las bases de la investigacion cromosémica como posible factor
determinante de las leucemias. A principios de los afios 70s la Dra. Janet D.
Rowley, especialista en inmunologia de la Universidad de Chicago, utilizando una
técnica combinada de Giemsa y bandeo con quinacrina, descubrié que esos
cromosomas anormales, descritos por Nowell y Hungerford, eran provocados por
una translocacién, un cambio, reciproco entre el brazo largo del cromosoma 22 y
la parte distal del cromosoma 9, otorgandole el nombre de cromosoma filadelfia.
(19,20).

2.1.1.3. El descubrimiento del cromosoma Filadelfia

La fusion génica BCR-ABL da como resultado la formacion del cromosoma
Filadelfia esta translocacion se encuentra en un 3-5% en pacientes pediatricos y
es considerado como mal prondstico, incluso con tratamientos de quimioterapia
(21) por ello la importancia de su descubrimiento. En 1903 se propone la
posibilidad que el cancer pudiera deberse a anomalias cromosomicas como la
ganancia o pérdida de cromosomas, esto gracias a los trabajos realizados por T.
Boveri sobre mitosis en gusanos y erizos del mar. Sin embargo, no fue hasta
1960, cuando Peter C. Nowell y D.A. Hungerford identifican la primera anomalia
cromosdmica asociada a un tipo de cancer en siete pacientes con leucemia
mieloide cronica, sus hallas fueron publicado en su articulo original “A minute
chromosome in human chronic granulocytic leukemia” a esta anomalia la llamaron
cromosoma Filadelfia (por el lugar donde habian trabajado en su descubrimiento)
(22); este diminuto cromosoma es el resultado de una translocacién reciproca
entre los cromosomas 9 y 22 se encuentra presente en la leucemia mieloide
cronica y en algunas leucemias linfoblasticas agudas. Esta translocacion genera
un gen quimérico formado por los genes ABLI y BCR que codifican una nueva

tirosina cinasa (22,23,24).
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Hoy se conoce ya cerca de 200 aberraciones cromosOmicas cuya aparicion
se correlaciona con el cancer, por ejemplo, endoreduplicacion en la leucemia
aguda la cual puede ocurrir tanto en la mitosis como en la meiosis y consiste en
dos o mas rondas sucesivas de replicacion cromosomica sin pasar por ningun
periodo mitético intermedio, es decir, al terminar el periodo S los cromosomas no
entraran en mitosis sino que volveran a la fase S. Esta aberracion fue descrita por
primera vez por Bottura y Ferrari en 1963 (25). Frecuentemente, las aberraciones
cromosomicas originan que la sintesis de factores reguladores de la expresion
génica este alterada, expresandose bien de modo anormalmente elevado, o bien
como proteinas de fusion con otras, pudiendo en este caso provocar la pérdida de
genes supresores (24).

2.1.2. Etiologiade laLLA

En la leucemia linfoblastica aguda, como en la mayoria de los canceres, las
causas de la enfermedad son diversas y en ocasiones aun desconocidas pero se
ha logrado establecer una relacion o predisposicion con ciertos factores, los cuales
son llamados “factores de riesgo”. Existen una serie de sindromes o
enfermedades congénitas en las cuales las LLA se presentan con mayor
frecuencia, claro que esto no significa que las leucemias sean enfermedades que
se hereden, por lo que el riesgo de esta afecciones no aumenta si uno de los
miembros de una familia tiene la enfermedad (26). Algunos sindromes o
enfermedades hereditarios que implican cambios genéticos que parecen elevar el
riesgo de padecer LLA son la gammaglobulinemia, la anemia congénita de
Fanconi, los sindromes de Wiskott-Aldrich, Schwchmann, Bloom, Down vy
Klinefelter. También en la denominada ataxia-teleangiectasia congénita se

acumulan los casos de leucemias agudas (27,26).
Otras posibles causas son las alteraciones o transformaciones de un

protooncogen, genes de células que codifican proteinas que estimulan el

crecimiento y la division celular normal (28), un oncogén o la pérdida de un gen
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supresor determina la transformaciéon de una célula precursora hematopoyética
normal en una leucémica (29). Se ha logrado observar hipoploidias, déficits de
cromosomas cinco o siete, en las leucemias agudas mieloide; hiperploidias,
exceso de cromosoma 8, en las agudas mieloides; en algunos pacientes que
presentan leucemias agudas linfoides se han observado 50 y hasta 60
cromosomas, translocaciones frecuentemente la 9-22 (denominada cromosoma
filadelfia) y otras. La exposicion a diversas sustancias quimicas ha sido asociado a
diferentes tipos de padecimientos oncolégicos, entre ellos los pesticidas o
herbicidas han sido asociadas con diversas leucemias entre ellas la LLA y LLM, el
ejemplo mas comun son las personas que trabajan con el benceno o sus
derivados (industrias de caucho, lubricantes, tinturas, detergentes, etc), ya que
este disolvente organico es oxidado hasta formar un epoxido a través del CYP2E1
hepatico, un componente del sistema de la enzima P- 450, este epoxido y otros
metabolitos alteran la diferenciacion celular de la medula 6sea y causan aplasia
medular y leucemia (30). Por lo que los trabajadores con una exposicion
prolongada al benceno y sus derivados presentan una mayor incidencia de
leucemias mieloides vy linfoides que el resto de la poblacion, en una frecuencia de
5 a 10 veces mayor en aquellos expuestos en comparacion con la poblacion no
expuesta. Los trabajadores agricolas que manipulan habitualmente herbicidas y

pesticidas padecen mayor cantidad de leucemias linfoides crénicas (26,31).

Algunas otras sustancias quimicas que también pueden ser causantes de
diferentes tipos de leucemias, entre ellas la LLA, son ciertos medicamentos
utilizados en las quimioterapias, los enfermos que reciben tratamiento citostatico
poliquimioterapico por padecer linfoma, por ejemplo, aunque benéfico para
eliminar su enfermedad de base, desarrollan en los afos siguientes una mayor
cantidad de casos de leucemia mieloide aguda (31). Esto es causado por el efecto
citotoxico la quimioterapia sobre las células en division por lo que los tejidos mas
afectos son la medula ésea, los foliculos pilosos y las mucosas. Un ejemplo de
este efecto son los quimioterapicos con agentes alquilantes los cuales ocasionan

dafo directo sobre el ADN de las células, forman una uniéon molecular en los
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codones de ADN dentro de las células impidiendo su reproduccion. Lo que puede
ocasionar, a largo plazo, dafio medular dando como resultado una leucemia
aguda, pudiéndose presentar incluso hasta 10 afios después de la administracién
del tratamiento. De la misma forma, los farmacos inhibidores de la topoisomerasa
Il pueden aumentar el riesgo de LMA en un periodo de tiempo mas corto (2 a 3

afos).

La exposicion a altos niveles de radiacion es un riesgo tanto para LLA como
para LMA. Un dato muy conocido es que las personas que han estado sometidas
a dosis altas de radiaciones ionizantes (bombas atémicas, accidentes en centrales
nucleares, etc) ofrecen una alta mortalidad para leucemias mieloides agudas y
cronicas y para leucemias linfoblastica agudas. Ejemplo de ellos son los casos de
los nifios de Hiroshina y Nagasaki los cuales presentaron una elevada incidencia
de LMA después de la exposicion a la radiacion de bombas (31). El tratamiento del
cancer con radioterapia también aumenta el riesgo de leucemia, aunque el riesgo
es mayor en la LMA (27). Sin embargo, recientes estudios nos muestran que la
exposicién crénico a bajas dosis de radiacion, por ejemplo el personal de salud o
trabajadores de plantas nucleares, también presentan un elevado indice de
mortalidad por leucemia; siendo la mortalidad proporcionar al tiempo de exposicion
(32). Existen diversos mecanismos Yy teorias por los cuales las radiaciones
ionizantes afectan la estructura la estructura molecular del ADN, uno de ellos, el
cual se ha visto asociado a diversas aberraciones cromosOmicas, es la rotura
bihelice. Esta suele producirse como consecuencia de fendémenos ionizantes
inducidos en puntos opuestos de ambas hélices ocasionando la rotura, su
reparacion es en especial dificil al ser defectuosa o estar ausente la informacion
genética necesaria para la restructuracion de una y otra hélice. La aparicion tardia
de estas enfermedades al exponerse a la radiacion es debida a la cinética de
reparacion de estas roturas bihelices, caracterizada por un componente inicial

rapido el cual decrece al paso del tiempo.
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En la actualidad se manejan dos teorias: 1) “reagrupacion incorrecta de
fragmentos de ADN vy lento desarrollo del proceso de reparacion” y 2) “Induccion
de un subconjunto de ropturas bihelices radioinducidas que se expresan cuando
progresa el ciclo celular, como translocaciones e intercambio cromosémico de
material genético, lesiones que podrian manifestarse de forma tardia como
leucemia, linfoma o tumores” (32,33). El papel de los virus como agentes causales
de leucemia en nifios no se ha comprobado hasta el momento (29), se cree que la
insercion, por parte de algunos virus, de un oncogén asociado a la secuencia
promotora estimuladora en las células del huésped puede inducir la activacion de
leucemogenesis (34). Aunque la relacién directa entre ciertos virus y la leucemia
alun estd bajo estudio asociacion entre los virus HTLV-1 (virus 1 de la
leucemial/linfoma de células T) y las leucemias agudas o cronicas de tipo T-
linfocitico. Parece ser que los mecanismos de adquisicion del virus son la via
sexual, la transmision madre-recien nacido y la administraciébn de productos
sanguineos; la mayoria de los casos ocurren en Japén y en el area del Caribe. El
virus de Epstein-Barr (EBV), comin en Africa, esta relacionado con el linfoma de
Burkitt, mononucleosis infecciosas y LLA (26). Las aplasias medulares, las

hipoplasias y las mieloplasias son frecuentes mensajeros de LLA o LMC (27).

2.1.3. Factores prondsticos dela LLA

Los pacientes pediatricos diagnosticados con LLA se clasifican en grupos
de riesgos, con un tratamiento mas intensivo aquellos con el riesgo mayor. Los
factores pronostico mas importantes son la edad al diagndstico y la cuenta inicial
de leucocitos. Aquellos pacientes diagnosticados entre las edades de 1 a 9 afios
con LLA suelen tener mejor tasa de supervivencia, mientras que aquellos mayores
de 10 o menores al afio en el momento del diagnostico, entran a la clasificacion de
alto riesgo. Sin embargo, el prondstico de los pacientes con la LLA de células T no

parece ser alterado por este factor (26).

Los analisis de pacientes con LLA han revelado una asociacion estrecha

entre la presencia de ciertas translocaciones 'y un  prondstico
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favorable/desfavorable; ya que pacientes que portan la formacion del cromosoma
Filadelfia t(9:22) [BCR-ABL], desarrollan una LLA agresiva con pocas alternativas
de tratamiento, al igual que pacientes con una t(4:11) [MLL-AF4]. Mientras que
aquellos la fusion E2A-PBX1 [t(1;19)] y TEL-AML1 [t(12;21)] tienen un pronostico
favorable con ventaja de un tratamiento menos agresivo (35,36). Con los
esquemas terapéuticos internacionales actuales, la LLA infantil, tiene una remisién
completa entre el 95 y 98% de los pacientes con el tratamiento de induccion, a las
4 — 5 semanas, es decir una regresion de los signos y sintomas y restauracion de
la actividad de medular sin células blasticas detectables al examen con
microscopia convencional (29). Alrededor del 80% se mantiene durante 5 afios en
la situacion alcanzada después de recibir quimioterapia de consolidacion y

mantenimiento durante dos afos.

Tabla 1. Pronostico segun el tipo de oncogén.

Oncogén Translocacién | Pronostico
TEL-AML1 t(12;21) Favorable
MLL-AF4 t(4;11) Desfavorable
E2A-PBX1 t(1;19) Favorable
BCR- 1(9;22) Desfavorable
ABLp190
BCR- 1(9;22) Desfavorable
ABLp210

Mutaciones de los genes con sus respectivas translocaciones mostrando la asociacién a pronéstico
favorable y aquellos cuya presenciase es desfavorable.

2.1.4. Clasificacion de la Leucemia Linfoblastica Aguda

Aunque con la aparicibn de nuevas terapias y tratamientos se ha ido
modificando la clasificacion de las leucemias, aun podemos identificar dos grupos
principales: aguda y cronica. En el pasado, esta clasificacion se basaba en la
sobrevida de los pacientes; sin embargo, actualmente se reconoce que la
leucemia aguda implica la proliferacion maligna de células inmaduras (blastos),
mientras que la leucemia crénica se refiere a la proliferacion de tipos celulares

mas diferenciados. Ademas, de acuerdo con el origen del tronco celular del que
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proceden, la leucemia crénica y aguda se clasifica en linfoide y mieloide (37).
Combinando estos criterios obtenemos los cuatro tipos principales de leucemias:

o Leucemia Mieloide Aguda (LMA)

o Leucemia Linfoide Aguda (LLA)

o Leucemia Mieloide Crénica (LMC)

o Leucemia Linfoide Cronica (LLC)

La palabra leucemia, como ya se vio anteriormente, significa “sangre
blanca” y el término “aguda” es utilizado por razones histéricas, antiguamente los
pacientes con esta enfermedad tenian una sobrevida menor que aquellos con la
LC (16). Las leucemias agudas (LA) son un grupo heterogéneo de padecimientos
los cuales podemos identificar por una proliferacion desordenada de una clona de
células hematopoyéticas. La falla de los mecanismos de control negativo del
crecimiento clonal mutante casi siempre se debe a cambios en los genes
reguladores, lo que conduce a sobreproduccion neoplasica de células incapaces

de madurar y funcionar normalmente (16).

Tabla 2. Clasificacion de la LLA segun la asociacién Franco-Americano-Britanico.

Tipo Caracteristicas
Presencia de blastos pequefios, con escaso
L1 citoplasma y vacuolizacion variable. El nicleo se

presenta irregular y con nucléolos.

Presencia de blastos de tamafio heterogéneo,
L2 con citoplasma y vacuolizacién variable. El
nacleo de caracteristicas normales y sin
presencia de nucléolos.

L3 (tipo | Presencia de blastos grandes, citoplasma
Burkitt) | basofilo y vacuolizacién intensa. Nucleo de
forma y tamafio regular con nucléolos.

Clasificacion de la FAB basada en la morfologia y nivel de maduracién de los blastos publicada en
1986.

Negativo para
mieloperoxidasa

La clasificacién para la leucemia linfoblasticas aguda de mayor aceptacion
es la establecida por un grupo franco-americano-britanico (FAB) la cual nos
establece tres variantes morfolégicas, conocidas como L1, L2 y L3 (Tabla 2). La
diferencias entre cada una sera dada por el grado de maduracién del nucleo del

linfocito, el tamafio y la presencia de vacuolas.
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La LLA-L1 presenta células uniformes, con tamafio pequefio y escaso
citoplasma. Nucleo de tamafo regular y cromatina homogénea, con las anomalias
citogenéticas t(9:22), t(4:11) y t( 9:19). Este tipo de leucemia es mas frecuente en
la poblacién pediatrica que en la adulta (85% y 25 — 30 % respectivamente).
Mientras que la LLA-L2 se presentara con linfoblastos de tamafio variable,
nucléolos grandes y cromatina heterogénea; y anomalias citogenéticas 14qll o
7934, comun en adultos mas que en la poblacion infantil (70% adultos y 14 %
nifos). La LLA-L3 es la menos comun presentandose en solo el 1 al 2% de los
casos, se distingue por células grandes, indiferenciadas, con nucléolos notorios y
numerosas vacuolas, con células B en 95% y células similares al linfoma de Burkitt
y las anomalias citogenéticas t (8:14), t (8:22), t (2:8) (38,39).

2.1.5. Epidemiologia de la LLA
2.1.5.1. Epidemiologia global de la LLA

Segun las estadisticas de la OMS el cancer es una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad en el mundo, en el afio 2012 se reportaron 14
millones de nuevos casos (40). Las leucemias son el tipo de cancer mas comun en
nifios y adolescentes. Representando casi la tercera parte de todos los casos de
cancer en menores de 15 afos, reportados en Europa, Asia y América; y la cuarta
parte de los casos que ocurren antes de los 20 afios (26). La Sociedad Americana
del Céncer pronostica que cerca de 2,700 nifios seran diagnosticados con
leucemia en los Estados Unidos durante el afio 2003. De los 2,700 nifios con
leucemia, cerca de 2,200 (81.5 %) seran diagnosticados con leucemia linfocitica
aguda, y del 18.5 % restante muchos seran diagnosticados con leucemia
mielégena aguda (26). Las leucemias cronicas son muy raras en los nifios. La
leucemia linfocitica aguda es mas comun en la infancia temprana, y alcanza su
mayor incidencia entre las edades de 2 a 3 afios (> 80 por millon por afio), con
tasas que disminuyen a 20 por millon entre nifios de 8 a 10 afios de edad. La
incidencia de LLA en pacientes de 2 a 3 afios de edad es aproximadamente 4

veces mayor que entre nifios menores de 2 afos y casi 10 veces mayor que entre
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los de 19 aflos de edad (26). Diversos estudios han demostrado que la
translocacion de mayor frecuencia en la poblacion adulta mundial es la BCR-ABL
t(9:22), también conocido como cromosoma filadelfia, el cual presenta un
pronéstico desfavorable; mientras que en la poblacién pediatrica la aberracion
cromosomica TEL-AML1 t(12;21) se presenta en un mayor porcentaje, siendo una

translocacion de prondéstico favorable (36).

2.1.5.2. Epidemiologia de la LLA en el continente Americano

Durante el 2011, de cada 100 personas menores de 20 afios con tumores
malignos, 59 lo presentaron en los 6rganos hematopoyéticos, siendo la causa
principal por leucemia (41). La LLA se presenta a una tasa anual de 35 a 40 casos
por millon de personas en los Estados Unidos, en donde hay alrededor de 2.900
nifios y adolescentes menores de 20 afios diagnosticados anualmente con LLA.
Durante los ultimos 25 afios, se ha presentado un aumento gradual de la
incidencia de la LLA (26). La incidencia mas alta de LLA se observa en nifios
hispanos (43 casos por millon). La incidencia es mucho mayor en nifios blancos
gue en nifios negros; se observa una incidencia de LLA tres veces mayor en nifios
blancos que en nifios negros de 2 a 3 afios (26). En Argentina se registran de 370
casos/afio de leucemia en menores de 15 afios de edad. De aquellos
diagnosticados con LLA, el 22 % presenta la t(12:21) seguido del 8% con t(4:11)
(36).

2.1.5.3. Epidemiologia de la LLA en México

En un periodo de 5 afios los estados con la mayor incidencia relativa por
millon de habitante de casos con cancer fueron: Baja California Sur (147), seguida
por Colima (93), Durango (88) Sonora (87), Sinaloa (82) y por ultimo Tamaulipas
con una incidencia relativa de 59 (42). Formando un bloque que muestra
claramente el mayor nimero de casos en el noroeste del pais. Baja California fue

descartado de este bloque, aunque su incidencia relativa sigue siendo alta de 51.1
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(casos por afio). La leucemia representa la primera causa de muerte, no
accidental, en edad preescolar (de 5 a 14 afos) en (41) (43). De acuerdo al
Registro Epidemiolégico de Neoplasias Hemato-Oncoldgicas se registraron
alrededor de 10 400 casos nuevos en el afio de leucemia, de los cuales la as
frecuente es la LLA, y tiene una incidencia de 4-5 por 100 000 habitantes entre la
poblacion infantil entre las edades de 2 a 4 afos, disminuyendo levemente durante
la infancia tardia y la adolescencia (44). Esta elevada incidencia obligo al gobierno
federal, a partir del afio 2005, y a través de la Comisién Nacional de Proteccion
Social en Salud incorporar a la cobertura del Fondo de Protecciéon contra Gastos

Catastroficos la LLA en menores de 18 afios (42).

La leucemia linfoblastica aguda representa la primera causa de egresos (en
pacientes con algun problema oncol6gico) y produce el 50% de las atenciones
hospitalarias. Tomando como base el promedio de vida esperada de 70 afios y la
informacion proporcionada por el INEGI se ha calculado que en promedio se
dejaron de vivir por la muerte temprana de LLA 59.2 afios por paciente (teniendo
como referencia la edad de defuncion de nifios con LLA en los 10.8 afios) (42).
Aunqgue las estadisticas muestras un elevado niumero de pacientes pediatricos con
padecimientos oncolégicos, desafortunadamente el Consejo Mexicano de
Oncologia, A.C., revela que hasta el 2014 habia 183 pediatras certificados, de los
cuales solo el 54% (99 oncologos) pertenecen a hospitales acreditados por el
Seguro Popular. Lo que nos dejaria con una cifra baja de especialistas por hospital
certificado, aunque existen instituciones que tienen un solo especialista que cubre

todo el estado, entre ellos Tlaxcala, Baja California Sur y Tabasco (45).

2.1.5.4. Epidemiologia de la LLA en Baja California

En Baja California, durante el 2011, de cada 100 personas menores de 20
afios con tumores malignos, 70 lo presentaron en los 6rganos hematopoyéticos,
siendo en su mayoria causados por leucemia (41). La principal causa de
mortalidad en Baja California la ocupan los tumores malignos en los érganos

hematopoyéticos (médula 6sea, bazo y timo) que representan 69.7% de los
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canceres; por sexo se concentra 70.9% en los varones y 67.6% en las mujeres de
este grupo de edad y condicién (1). Para el afio 2007 la expectativa de vida a 5
afios de nifios padeciendo leucemia aguda en el estado de Baja California estaba

estimada en un 10% Referencia.

2.1.6. Mecanismos de generacion de translocaciones en la LLA

Las mutaciones cromosémicas son aquellas que afectan una parte de uno
0 varios cromosomas o bien que implican un reordenamiento o translocacion (46),
estas mutaciones pueden deberse a una recombinacion no homologa entre los
cromosomas. Para su mejor estudio se han clasificado en dos grupos: mutaciones
estructurales y mutaciones numéricas. En este caso, nuestro particular interés,
radica en los cambios cromosOmicos estructurales que son anomalias en las
cuales existe intercambio de un segmento de un cromosoma y otro; por lo tanto
podemos considerar como tales a la delecion o duplicacion de material genético, o
bien, los reordenamiento provocadas por cambios en la orientacion (inversion) o
en la localizacion (translocacién) de fragmentos cromosémicos (47,48). Las
translocaciones usualmente son reciprocas, una parte se intercambia con otra sin
material cromosomico perdido o ganado. Las translocaciones ocurren de forma
espontanea pero pueden ser transmitidas a la descendencia por varias
generaciones. En ocasiones, el punto de ruptura de una translocacion en un gen
interrumpe su funcién. Esta es una causa importante de tumores que se originan
en el sistema hematopoyético (48). Las translocaciones robertsonianas implican
dos cromosomas acrocentricos diferentes y las dos fracturas de los cromosomas
se producen a nivel de los dos centromeros originando dos productos, uno
variable compuesto por los dos brazos largos unidos por las regiones
centromericas, y el otro, que se pierde, formado por los dos brazos cortos y no se
traduce en un efecto fenotipico (49). Las translocaciones reciprocas consisten en
el intercambio de segmentos entre dos cromosomas y dan como resultado dos
cromosomas derivados que en general tienen una forma diferente de la de los dos

cromosomas originales (49).
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En los afos sesenta los citogenetistas comenzaron a observar como
muchos tumores, incluidos los linfomas y leucemias, se asociaban con
translocaciones cromosémicas reciprocas pero su significado no se conoci6 hasta
20 afios mas tarde. En esta época la secuenciacion de las regiones de
intercambio de los genes de IgH en los linfomas B revelo la presencia de
fragmentos de ADN que no derivaban de los genes de Ig. Este fragmento de ADN
se identific6 como una porcion de proto-oncogén c-myc (el cual se presenta de
forma normal en el cromosoma 8 humano). En todos los casos de linfoma Burkitt,
se transloca el gen c-myc del cromosoma 8 con uno de los loci de las Ig, por lo
gue se presentan las translocaciones reciprocas 8;14, 2;8 y 8;22. El producto del
gen myc es un factor de transcripcion y su translocacion provoca un trastorno de la
expresion, este aumento de actividad, se cree que ocasiona proliferacion celular
incontrolada (23). Desde el descubrimiento de las translocaciones myc en los
linfomas B, se han identificado genes implicados en las translocaciones de
muchos otros tumores linfociticos y no linfociticos; entre ellos se encuentran los

siguientes ejemplos de LLA:

Tabla 3. Genes implicados en la leucemia linfoblastica aguda de células By T.

Leucemia | Translocacion Genes Prevalencia en
Implicados LLA
LLA pre-B | t(12;21)(p13;922) | TEL-AML1 | 25% de los casos
infantiles
LLA pre-B | 1(9;22)(p34;911.2) | BCR - ABL | 25% en adultos y
y LMC 3% de LLA
infantiles
LLA pre-T | t(1;14)(p32;911.2) | TAL1-TCRa; | 5% de los casos
(1p32) TAL1 - SCL (p32;911.2)
(1p32)en el 20%
de los casos

Genes implicados en las leucemias de células B y T con su prevalencia de acuerdo al grupo
poblacional.

En la mayoria de los casos estas translocaciones provocan un trastorno de
los factores de regulacion de la trascripcion, proteinas de supervivencia celular o
moléculas que transcriben sefales tales como cinasa (23). Cerca del 25% de las
LLA infantiles presentan una translocacion balanceada (12;21) que produce un
gen de fusion que codifica una proteina quimérica que consta de la porcion de la

union al ADN de AML-1 y el dominio de dimerizacion de TEL-1, un factor de
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transcripcion de la familia Ets. Las proteinas quiméricas que incluyen AML-1
parecen tener una actividad “negativa dominante” que impide la funcién normal del
AML-1, lo que origina un bloqueo de la diferenciacion celular (23). El
reordenamiento mas frecuente en todas las LLA T produce una expresion
inadecuada de TAL1L, un gen que codifica un factor de transcripcion basico de tipo
hélice-bucle-hélice, que parece interferir especificamente en la diferenciacion de
los linfocitos T (23).

2.1.7. Importancia de determinar la clase (translocacion) de LLA

Los arreglos moleculares mas importantes para LLA por su valor pronéstico
y frecuencia son los correspondientes a los genes de fusion E2A-PBX1, MLL-AF4,
BCR-ABL(p190, p210) y TEL-AML1, que corresponden respectivamente a las
siguientes translocaciones: t(1;19)(g23;p13), t(4;11)(921;923), t(9;22)(q34;911) vy
t(12;21)(p13;g22). La mayor sensibilidad de las técnicas de biologia molecular
permite detectar un mayor niumero de casos positivos, que por citogenética o
citometria de flujo, optimizando asi el diagnostico en grupos de riesgo y la
consiguiente adecuacion del tratamiento (50). El andlisis molecular de la LLA ha
mostrado una estrecha correlacion entre la presencia de alteraciones especificas y
el grado de malignidad, ya que pacientes que portan la formacién del cromosoma
Filadelfia 9 y 22 [BCR-ABL (9;22)} (51), desarrollan una LLA muy agresiva con
pocas alternativas de tratamiento; claramente con mejor pronéstico aquellos
pacientes que presentan la fusion E2A-PBX1 [t(1;19)] ya que responden bien al
tratamiento; los pacientes que presentan la fusion TELAML1 [t(12;21)] tienen un
pronéstico mas favorable, con una probabilidad de supervivencia de hasta un
100% y con la ventaja de que no requieren de terapias agresivas con efectos

adversos.

Existen dos formas de la translocacion equilibrada t(1;19), o como una
alteracion no equilibrada, apareciendo un der(19)t(1;19), que resulta en una
trisomia del brazo largo del cromosoma 1 y monosomia de la region distal del

cromosoma 19p. Las técnicas moleculares pueden revelar el producto de fusién
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PBX1/E2A y ser utilizadas en la deteccion y monitorizaciéon de la t(1;19) (52). Esta
dltima forma es mas frecuente (75 %) en la t(1;19) que se asocia con leucocitosis
alta, niveles altos de LDH, infiltracion del SNC, y con un inmunofenotipo pre-B (clg
+) (53). La consecuencia molecular en ambas es la fusion del gen E2A localizado
en 19pl13 con el gen PBX1 en 1923, originando un gen quimérico cuyo producto
es una proteina aberrante que actla como un potente activador de la transcripcion
(54), E12 y E47 de la familia HLH (hélicelazo-hélice), que se unen a elementos
activadores del gen de las inmunoglobulinas (IGK), ademas de regiones
reguladoras de otros genes. Los puntos de rotura en E2A tienen lugar en una
region de 3.5 kb, entre los exones 13 y 14. El punto de rotura en 1g ocurre en el
locus de PBX1, un gen homeobox (HOX), en una region de 50 kb, entre los
exones 1y 2. Los genes HOX codifican factores de transcripcion que regulan el
proceso del desarrollo. La fusion del gen E2A en 19p13 con el locus PBX1 en
1923, como consecuencia de la t(1;19) genera un gen de fusion E2A-PBX1 que
contiene los dominios activadores de E2A y el homeodominio de unién a ADN y de
dimerizacion de proteinas de PBX120. El potencial neoplasico de la proteina de
fusion consiste en aumentar la expresion del gen PBX1, debido al dominio de
activacion del gen E2A, activando asi la transcripcion de genes normalmente

regulados por PBX1 que habitualmente no se expresa en tejidos linfoides (53).

Inicialmente esta alteraciébn se asociaba a mal prondstico, pero varios
estudios han demostrado buenas respuestas con tratamientos mas intensivos. En
LLA la translocacion mas frecuente es la t(4;11), presentandose en el 60% de los
casos pediatricos menores de 1 afio, en un 3% en aquellos mayores al afio y 5-10
% de adultos (50), En la mayor parte de los protocolos clinicos, los pacientes con
la t(4;11) se asignan a grupos de alto riesgo, requiriendo quimioterapias intensivas
ya que el prondstico de los pacientes es malo y Unicamente el 75% consiguen la
remision completa. Las recaidas son precoces y la supervivencia es menor de 2

afos por lo que el trasplante alogénico es el tratamiento de eleccion (55).

El punto de rotura en 11923 o t(4:11) implica a un gen de gran tamafio con
37 exones (> 1Mb): MLL (también llamado HRX, ALL1, HTRX1). En todas las
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translocaciones que afectan a 11923, el gen MLL se rompe en un area restringida
de 8.3 kb entre los exones 5y 11. En la t(4;11) la porcién 5 del gen MLL se une a
la porcion 3 del gen AF4 en 4g21. El ARNm quimérico (AFL4-MLL) generado por
esta translocacion produce una proteina que contiene la regién N-terminal de MLL,
incluyendo los dominios AT y metiltransferasa, unida a la region C-terminal de
AF425. Esta estructura es comun a todas las proteinas de fusion en las que
interviene MLL y su efecto neoplasico esta relacionado con las alteraciones de la
capacidad de MLL en la regulacion de la expresion de genes HOX. Son
relativamente frecuentes los casos CD10- y expresion de marcadores mieloides
(CD13, CD15 y CD33). En general, la presencia de reordenamientos en 11923
esta asociada a poca respuesta al tratamiento y mal prondstico, especialmente en

nifios < 1 afo (55) .

La aberracion génica ABL-BCR se produce cuando una parte del gen ABL
localizado en el cromosoma 9 es transferida e insertada dentro del gen BCR del
cromosoma 22, originando el transcripto de fusion BCR/ABL. En LLA los puntos de
rotura en ABL se dan principalmente entre el exdn 1 y 2, en BCR se dan en la
mayoria de los casos también entre el exdn 1y 2 (regién m-bcr), dando lugar a un
transcrito ela2 que traduce para una proteina 190 kDa (p190). Se ha descrito que
el gen hibrido p190BCR-ABL actua basicamente durante la diferenciacion linfoide
y monocitoide. Entre los exones 12 y 16 (region M-bcr) se producen (con menor
frecuencia) los transcritos b2a2 o b3a2, siendo en este caso la proteina resultante
la p210 Kd. Ambas proteinas de fusion (p190 y p210) tienen una actividad
tirosincinasa (56) superior a la proteina pl45 Kd del gen ABL normal. EI mal
prondstico de esta alteracién parece independiente del tipo de proteina de fusion
ya que la persistencia del cromosoma Filadelfia durante mas de 6 meses después
del trasplante es indicativa de un mal pronéstico (57). La técnica molecular por RT-
PCR (reaccion en cadena de la polimerasa-transcripcion inversa) es mas sensible
en la deteccion de translocaciones, pudiendo detectar la fusion del gen con una
sensibilidad de 10X°.
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El reciente descubrimiento de reordenamiento TEL/AML1 originado por la
t(12;21) (58), se ha identifica en un 25 % de LLA infantil que no es detectado en un
andlisis citogenético convencional debido a la similitud en tamafio y patron de
bandas de los segmentos 12p y 21q implicados en la translocacion que requiere la
utilizacion de otros métodos de andlisis genéticos como FISH o RT-PCR (59). La
gran mayoria de los pacientes con t(12;21) pertenecen a un grupo de edad
favorable (1-9 afios). Inmunolégicamente se asocia con CD10+, aumento en la
expresion de CD13 y CD33, KOR-SA3544 (-) y con la presencia de cariotipos
diploides. Independientemente de otros factores, como la edad o el recuento
leucocitario, la t(12;21) conlleva un buen pronéstico. La fusion del gen TEL (ETV6)
en 12p13 con el gen AML1 (CBFA2) en 21922, como consecuencia de la t(12;21)
genera un gen de fusion TEL-AMLL1 (60). TEL es un gen de 8 exones, y los puntos
de rotura en esta translocacion se dan principalmente en una regiéon de 15 kb,
entre los exones 5y 6. Se expresa en numerosos tejidos y contiene dos dominios
encontrados en otros factores de transcripcién de la familia ETS: un dominio N-
terminal de dimerizacién hélice-lazo-hélice (HLH) y un dominio C-terminal ETS de
70 aminoacidos de union a ADN, y juega un papel esencial en la hematopoyesis
de la médula 6sea. La otra diana de la t(12;21), el gen AML1 fue clonado
inicialmente en la t(8;21) en LANL. AML1, que contiene un dominio runt de unioén a
ADN vy transactivacién, codifica la subunidad del factor de transcripcion CBF, se
une a la secuencia activadora TGT/cGGT como un heterodimero con CBF y es
esencial para el desarrollo de la hematopoyesis de todas las lineas. La
consecuencia de la t(12;21) es la fusion del dominio 5 HLH del gen TEL con el

dominio 3 (runt) de unién a ADN y transactivacion del gen AML1.

El efecto neoplasico de la funcion TEL-AML1 parece estar mediado en parte
por la pérdida de funcion de la proteina TEL normal (61). Por medio del dominio
HLH, TEL-AML1 puede formar homodimeros y heterodimeros con la proteina TEL
(62). El alelo no traslocado de TEL esta frecuentemente delecionado en LLA con
t(12;21), lo que puede modificar el prondstico de estos pacientes,

correlacionandose en algun estudio con progresion y considerandose como una
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alteracion secundaria. La alteracion en los dos alelos de TEL sugiere que la
proteina TEL puede actuar como un regulador negativo de la proliferacion celular
(63). Ademas, TEL-AML1 inhibe la transactivacion de genes por la proteina normal
AML1. Se piensa que esta inhibiciéon de la funcién normal de AML1 contribuye
directamente a la transformacion de las células neoplasicas. Se han descrito mas
de 40 translocaciones implicadas en fusiones con TEL, distintas a la t(12;21), tanto
en leucemias mieloides como linfoides, de las cuales actualmente se han clonado
17 genes: JAK2, MN1, EVI1, entre otros, lo que sugiere las alteraciones en la
funcién normal de este gen juegan un papel significativo en el proceso neoplasico
(64).

2.1.8. Metodologias para la deteccién de LLA

La sospecha de cualquier tipo de leucemia comienza con la exploracion
fisica del paciente seguido de una serie de estudios de laboratorio. La exploracion
puede revelar alguna o varias de las siguientes anomalias: adenomegalia,
hepatomegalia, esplenomegalia, sangrado y/o lesiones infiltrativas en piel, encias,
0jos o testiculos (65). Los estudios de laboratorio que auxiliaran en el diagndéstico
y que posteriormente también permiten la valoracién del paciente comienzan con
una biometria hematica, la cual puede ser normal en etapas tempranas y
posteriormente puede aparecer citopenias aisladas (anemia, neutropenia o
trombocitopenia) o combinadas (bicitopenias o pancitopenia) (65). Estudios han
revelado como una de las alteraciones mas frecuentes en la linea eritrocitaria es la
anemia microcitica hipocromica con una media de hemoglobina de 7.11 g/dL. Los
frotis sanguineo de sangre periférica presentaran blastos en etapas tardias (66).
Dependiendo del grado de infiltracion se observara una elevacion en los valores
de deshidrogenasa lactica y acido urico (debido al aumento del catabolismo de las

purinas). La hipercalcemia nos puede reflejar una infiltracion en hueso (38).
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La radiografia de térax permite detectar crecimiento del timo y/o de
ganglios, en el 30 a 50% de los casos se revelan masas mediastinicas en
pacientes con LLA de células T. Las lesiones Oseas pueden ser minimas o
inespecificas en la etapa inicial y solo en un 50% de los pacientes con LLA en
etapa avanzada se pueden observar anomalias O6seas como osteolisis u
osteopenia (65,38). El procedimiento diagnostico por excelencia sigue siendo el
aspirado de medula 6sea en la cual se realizaran estudios morfoldgicos de las
células de medula. Sin embargo, si se utiliza la morfologia como medio Unico para
el proceso de clasificacion de la LLA existe un margen de error diagnostico y de

tratamiento de casi 20% de los casos (38).

2.1.9. Tratamiento contrala LLA

Al no ser considerada la leucemia como cancer hasta mediados del siglo
XIX no existen tratamientos previos y, ya que se creia que era solamente una
enfermedad cronica, las terapias disponibles eran muy limitadas enfocandose al
tratamiento de los sintomas no a la enfermedad. Ejemplo de ellos a sido la
utilizacion de quinina para la fiebre, opio y morfina para la diarrea y el dolor, asi
como hierro para la anemia. En 1865, el médico aleméan Lissauer, utilizo por
primera vez una diluciébn de arsénico para tratar a una mujer con leucemia
mieloide crénica logrando una mejora temporalmente; volviendo este el
medicamento de primera linea para ciertas formas de leucemias. En 1828, Cutler y
Brandford, publica los resultados de un estudio en el que muestran como el
arsénico no solo disminuida considerablemente la cantidad de globulos blancos
sino también se producia una drastica disminucion de eritrocitos, perjudicando a
los pacientes. En 1873 el primer caso de transfusiones sanguineas, para el
tratamiento de leucemia, es publicado por Callender en el hospital de St.
Bartholomews; este procedimiento logra cierta remision en los pacientes. El
descubrimiento de los rayos X traen nuevas formas terapéuticas aunque Su
controversia radica en producir efectos similares a aquellos tratamientos con
arsénico (14,18).
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A mediados del siglo XX se comienza a utilizar como tratamiento para las
leucemias folatos y sus antagonistas. En 1947, Farber y colaboradores utilizan un
antagonista de amnopterin al darse cuenta que posiblemente el folato acelera la
leucemia linfoblastica aguda en nifios (67). De esta forma comienzan las
investigaciones de nuevos farmacos que brinde a los pacientes un mejor
pronostico. Hoy en dia, los tratamientos de la LLA, es una combinacion de
farmacos en regimenes de secuencia especificos con los objetivos de reconstruir
la hematopoyesis normal, prevenir la aparicion de sub-clonas resistentes,
proporcionar la profilaxis adecuada y eliminar la enfermedad minima residual. Para
poder cumplir con estos objetivos la planificacion de los tratamientos dependera
del grupo de riesgo. De acuerdo al National Cancer Institute la clasificacion de

estos grupos es la siguiente:

e Un riesgo bajo o estandar implica un paciente que fue diagnosticado entre
las edades de uno a diez afios de edad con un recuento de leucocitario
de inferior a 50.000/ul.

« Riesgo alto comprende a aquellos pacientes diagnosticados antes del afio o
después de los 10 afios con recuento leucocitarios superior a los 50.000/pl
en el momento del diagndstico.

Los esquemas de tratamiento para pacientes pediatricos con LLA se dividen
usualmente en etapas: Induccion a la remision, tratamiento post-remision o
consolidacion, terapia de mantenimiento o continuacién y profilaxis del SNC. La de
esta terapia varia entre 24 a 36 semanas, con la excepcion de pacientes
diagnosticados con LLA de estirpe B que son tratados con un régimen mas intenso
pero con un periodo menor de 6 a 8 semanas. Los pacientes clasificados como
riesgo estandar o las niflas diagnosticadas con este padecimiento pueden tener

una duraciéon mas corta. (43,68).

2.1.9.1. Quimioterapia
El primer paso en la quimioterapia sera el régimen de induccién, el cual

tiene como objetivo la eliminacién de las células neoplasicas del organismo.
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Convencionalmente este régimen incluye tres farmacos (vincristina,
prednisona/dexametasona y L-asparaginasa) ademas de terapia intratecal (IT,
tratamiento que consiste en la administracion de farmacos entre las capas
delgadas de tejido que cubren el cerebro y la medula espinal (69), esta

combinacion ha mostrado una tasa de remision del 95% (43,70).

Esta fase esta dirigida a inducir la remision, la cual se caracteriza por la
resolucién de los hallazgos anormales relacionados con la enfermedad, es decir,
los valores en sangre periférica deberan retornar a la normalidad y el examen de
medula 6sea al microscopio presenta menos del 5% de linfoblastos (68). En
pacientes considerados de alto riesgo, un régimen de induccidon mas intenso (con
4 6 5 agentes farmacoldgicos) da un mejor resultado de supervivencia libre de
eventos; y los pacientes de "alto riesgo" generalmente reciben terapia de
induccion que incluye una antraciclina ademas de la vincristina,
prednisona/dexametasona y L-asparaginasa. Debido a las probabilidades de que
ocurra un incremento en la toxicidad cuando se afiade una antraciclina a una
terapia de induccion de 3 farmacos, la mayoria de los centros tratan a sus
pacientes promedios o de bajo riesgo con prednisona/dexametasona, vincristina
and L-asparaginasa y reservan el uso de los regimenes de induccién que usan 4 o

MAas agentes para paciente de mayor riesgo.

La dexametasona debe emplearse con cuidado en aquellos pacientes que
reciben terapia de induccién intensiva (de mas de 3 farmacos) ya que su uso
parece aumentar la frecuencia y severidad de complicaciones infecciosas. Existen
varias formas de L-asparaginasa disponibles para usarse en el tratamiento de los
nifios con LLA pero también se puede utilizar la pegaspargasa como alternativa de
la L-asparaginasa en la que la enzima E. coli esta modificada por el adjunto
covalente glicol polietileno. La pegaspargasa tiene una vida media sérica mucho
mas larga que la L-asparaginasa E. coli nativa, lo cual le permite propiciar una
reduccion de la asparagina con una administracion menos frecuente. Una dosis
Gnica intramuscular de pegaspargase administrada conjuntamente con vincristina

y prednisona durante la terapia de induccion, parece tener una actividad y
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toxicidad similar a la de 9 dosis de L- asparaginasa E. coli intramuscular (3 veces
a la semana por 3 semanas). En general, los pacientes logrardn una remision
completa en las primeras 4 semanas. Los pacientes que requieren mas de 4
semanas para lograr una remision tienen un prondstico precario. El resultado
también es menos favorable para los pacientes que muestran mas del 25% de
blastos en la médula ésea o blastos persistentes en la sangre periférica después
de 1 semana de terapia de induccion intensiva (43,69).

2.1.9.2. Tratamiento tras la remision
Para reducir ain mas la cantidad de células malignas en sangre, se lleva a

cabo un tratamiento tras la remision con el fin de evitar las recaidas. Esto suele

darse en dos fases:

-Consolidacion o intensificacion
Este comenzara inmediatamente después de la induccion y su objetivo es

asegurarse que la remision de la leucemia ha sido completa, es decir, se busca
eliminar las células leucémicas que no fueron suprimidas por la quimioterapia de
induccion, también incluye la profilaxis del SNC (70). La terapia de consolidacion
consistira en la introduccion de farmacos nuevos sin resistencia cruzada. Los
farmacos utilizados con mayor frecuencia son hidrocortisona, citosina arabinosido,
antraciclinas, metotrexato, ciclofosfamida y epipodofilotoxina. Los farmacos
utilizados durante el periodo de induccién pueden administrarse de nuevo durante
esta etapa en forma de ciclos en los cuales se alternan con nuevas combinacion.
Otra estrategia de tratamiento en esta etapa, llamada intensificacion retardada, es
la administracién de uno o dos ciclos de tratamiento agresivo con varios farmacos

durante 4 a 6 meses después de la induccion a remision (68,70).

-Mantenimiento o continuacion
Después de los 6 a 12 meses de duracién del tratamiento de consolidaciéon

seguird la etapa de mantenimiento por un periodo de 18 a 24 meses.

Comunmente consistira en la administracion diaria de 6-mercaptopurina (V.O.) y
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dosis semanal de metotrexato (V.O o I.M.), con periodos en los que se incorpora

farmacos como vincristina y un glucocorticoide (68).

2.1.9.3. Trasplante de medula 6sea

El trasplante de células madre hematopoyéticas puede ser de tipo autdgeno
o alogénico, el primero es utilizado como estrategia de rescate tras la
administracion de dosis elevadas de radioterapia o quimioterapia las cuales
resultan ser extremadamente toxicas para los pacientes pediatricos con alguna
leucemia. Mientras que el trasplante alogénico se usa como parte del tratamiento
del paciente leucémico cuando este se considera de alto riesgo o sufre recaidas,
indicios de un desenlace desfavorable. En estos casos se ha visto un aumento en
supervivencia en aquellos pacientes que fueron sometidos a trasplante de células
madre hematopoyéticas (TCMH) (71,72).

Para ser sometidos a este proceso, los pacientes, deben cumplir con ciertos
factores:

- No haber alcanzado la remisién tras el tratamiento de induccién.

- Una vez concluido el periodo de consolidacion presentar una persistencia
en la enfermedad minima residual.

- Hipodiploidia extrema.
- Menores de 6 meses, reordenamiento MLL e hiperleucocitosis.
- Recaida medular precoz (previa a 6 meses).

- Recaida combinada o extramedular en los 18 primeros meses desde el

diagnéstico (71).

La LLA es la indicacion mas frecuente para trasplante de células madre
hematopoyéticas en la infancia. El resultado de estos trasplantes dependera de
diversos factores tanto del donador, de la enfermedad y del paciente. Los
pacientes con LLA trasplantados en la primera remision tienen una probabilidad
del 60-70% de supervivencia a largo plazo sin complicaciones, mientras que

aguellos trasplantados en etapas posteriores tendran resultados inferiores (72).
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2.1.9.3.1. Clasificacién y régimen de los trasplantes de células madre
hematopoyéticas

Tradicionalmente se ha utilizado la medula 6sea como fuente de células
hematopoyéticas progenitoras, sin embargo no es la Unica fuente disponible. En
sangre periférica se logré obtener células madre hematopoyéticas movilizadas
con factores de crecimiento y en corddén umbilical progenitores hematopoyéticos.
Otra fuente comun son los hermanos con antigeno leucocitarios humanos
compatibles. Estas fuentes son las que han tenido un mayor excito, pero la
dificultad de obtencion de estas fuentes ha llevado a emplear nuevos métodos,
como voluntarios o donantes de sangre de cordon umbilical no emparentados y

familiares haploidenticos (72).

2.1.9.4. Profilaxis del sistema nervioso central

Es importante establecer una induccién temprana a la profilaxis del Sistema
Nervioso Central (SNC) para lograr evitar recaidas y reducir la neurotoxicidad. Los
medicamentos que se administran de forma sistémica como la dexametasona, L-
asparaginasa, metotrexato de alta dosis, y el Ara-C de alta dosis podrian proveer
cierto grado de proteccion al SNC. Esta terapia se comienza al inicio de la
induccion y se continla durante todo el periodo de tratamiento (72). La
guimioterapia intratecal podria ser la Unica forma de terapia presintomatica del
SNC, o podria combinarse con una sistémica moderada a infusiones de alta dosis
de metotrexato con leucovorina de rescate y\o radiacion craneal., esta Ultima se
usa solamente en los casos con infiltracion meningea inicial o cuando ocurre

recaida meningea durante el tratamiento (43,73).

Los pacientes con t(4;11) generalmente presentan durante la infancia un
conteo leucocitario alto y estan mas propensos que otros nifios con LLA a
desarrollar enfermedad del SNC y responder precariamente a la terapia inicial. Si
bien tanto los adultos como los nifios menores de 2 afios con presencia de t(4;11)
corren un riesgo alto de no responder al tratamiento. Por ello la importancia de una

profilaxis adecuada al SNC. Estudios han revelado como la combinacién de una
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terapia sistémica apropiada y la quimioterapia IT disminuye las probabilidades de
recaidas, 5% menos en nifios con riesgo estandar de LLA. Ya sea que los
pacientes con alto riesgo de sufrir una recaida del SNC (por ejemplo, una edad
mayor o igual a 10 afos, presencia de hiperleucocitosis o LLA de células T)
continten requiriendo irradiacion craneal ademas de terapia intratecal prolongada,
resulta polémico, aunque los pacientes que han sido designados como de alto
riesgo, generalmente reciben radiacion craneal como parte de la terapia santuario
del SNC.

Sin embargo, los pacientes de alto riesgo, con una respuesta temprana
rapida, parecen tener una profilaxis del SNC adecuada, solo con la terapia
intratecal. Los niflos con LLA que presentan enfermedad del SNC al momento del
diagnéstico (definido como mayor o igual a 5 glébulos blancos por mm?® en el
liquido cerebroespinal con presencia de linfoblastos) generalmente reciben
radiacion craneal con o sin radiacion espinal concurrente, ademas de la

quimioterapia sistémica e intratecal apropiada.

2.1.9.5. Radioterapia

La radioterapia es el uso de radiacion, cominmente ionizante, para la
destruccion de células cancerosas. Funciona al causar dafio en los genes que
controlan el crecimiento y division celular (26), es decir, la radiacién eliminara
primero aquellas células que estén en division activa. La radioterapia comenzo a
ser utiliza en patologias infantiles en la década de los 50 (74) pero en la actualidad
el tratamiento con radioterapia ha disminuido, solo se utiliza la irradiacién craneal
para la prevencion de recaidas en pacientes que llenen las caracteristicas (75) o
aguellos con infiltracién en el SNC al diagnéstico. En los protocolos modernos solo
del 2 al 20% de los pacientes con LLA reciben tratamiento profilactico holocraneal.
La irradiacion craneo espinal ha dejado de utilizarse por la inclusion del

Metrotrexateintratecal y sistémico a altas dosis.
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2.1.10. Toxicidad de la terapia contra la LLA

Los efectos toxicos de la terapia dirigida al SNC para el tratamiento de LLA
infantil, se puede dividir en aguda-subaguda y crénica. En la toxicidad aguda-
subaguda presentaran convulsiones, derrames, somnolencia y paralisis
ascendente. El grupo de aquellos con toxicidad cronica se caracteriza por la
presencia de leucoencefalopatia y una variedad de trastornos conductuales,
neuropsicolégicos y neuroendocrinos. Cuando las dosis de irradiacion craneal
sobrepasan 1800 cGy los pacientes presentan un riesgo significativo de presentar
una secuela de trastornos neurocognitivos y neuroendocrinos, mientras que
aquellos que recibieron 1800 cGy de irradiacidn craneal, corrieron un riesgo menor
de toxicidad neurolégica que aquellos que recibieron 2400 cGy, aunque se ha
observado 16 efectos neurocognocitivos y neuroendocrinos durante esta dosis
bajas. Los nifios mas jovenes (por ejemplo, menores de cuatro afios) corren un
mayor riesgo de disminucidon neurocognitiva, y otras secuelas después de
someterse a radiacion craneal. Parece ser que las niflas corren un riesgo mayor
que los niflos de presentar una secuela de trastornos neuropsicologicos vy

neuroendocrinos inducidos por la radiaciéon (43,72).

En general, no se recomienda la administracion de altas dosis de
metotrexato después de la radiacibn craneal. La toxicidad mas frecuente
relacionada con la terapia intratecal, en ausencia de radiacién craneal, suele ser
convulsiones. Aproximadamente del 5% al 10% de los pacientes con LLA
presentaran al menos una convulsion durante la terapia. A los pacientes con LLA
que desarrollan convulsiones en el transcurso del tratamiento y que requieren de
tratamiento anticonvulsivo, no se les recomienda el uso de fenobarbital o dilantin
como tratamiento anticonvulsivo, ya que estos farmacos podrian aumentar la
eliminacion del sistema, de algunos farmacos quimioterapéuticos. El acido
valproico o la gabapentina constituyen anticonvulsivos alternativos con menos
capacidad de induccién enzimatica. Los pacientes que reciben terapia intratecal

sin radiacién craneal como profilaxis del SNC, parecen presentar una baja
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incidencia de secuela neurocognitiva, y el déficit que surge, representa
disminuciones relativamente modestas. Sin embargo, los regimenes que utilizan
un horario quincenal de 12 dosis de metotrexato intravenoso de alta dosis con
rescate de leucovorina y quimioterapia intratecal durante la semana libre, ha sido

relacionado con toxicidad neuroldgica excesiva (43).

2.1.10.1. Farmacogenética

Los factores genéticos en la disposicion y respuesta a farmacos hacen que
se encuentre una gran variacion en la farmacocinética y respuestas terapéuticas
entre cada paciente haciendo que las quimioterapia habituales varian su
efectividad de paciente a paciente, no logrando los efectos deseas en grupos
poblacionales importante. Estas variaciones en los genes humanos nos han
llevado a buscar nuevas terapias, la individualizacion del tratamiento o medicina
personalizada, la cual consiste en identificar el farmaco adecuado para el paciente
correcto (72,76). La administracion de farmacos enfocados a la variabilidad génica
ha tomado un lugar importante en la investigacion clinica, ya que nos permite
tener las bases moleculares de la absorcion, resistencia y toxicidad de un farmaco
(76). Recientes estudios han mostrado que estos factores son determinados, en
sSu mayor parte, por complejos enzimas encargados de la biotransformacion y
eliminacibn de farmacos antineoplasicos, los cuales pueden presentar
polimorfismo génico que influye sobre la efectividad de la terapéutica. Estos
factores son los que estudia la farmacogenética y farmacogenémica.

2.1.10.2. Terapia intratecal

Este tipo de tratamiento es de mucha ayuda con la profilaxis del SNC y
consiste en la administracion de farmacos anticancerigenos al espacio intratecal,
liquido que rodea el cerebro y medula espinal, llamado liquido cerebroespinal
(CSF). Este método puede ser administrado de dos formar, la primera consiste en

administrar los medicamentos dentro del reservorio de Ommaya (un aparato en
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forma de cupula que se ubica bajo el cuero cabelludo mediante una cirugia; el
mismo contiene los medicamentos que circularan a través de un tubo pequefio
hacia el cerebro). La otra forma consiste en inyectar los medicamentos
directamente en el LCR en la parte inferior de la columna vertebral, después que

se adormece una pequefa area en la parte inferior de la espalda (69).

2.1.12. Cultivo Celular

El desarrollo de los cultivos celulares nos ha permitido grandes avances en
la ciencia moderna, desde el primer cultivo obtenido de células cancerosas, las
células HelLa, se observo la propiedad de inmortalidad de este tipo de lineas
celulares (continua reproduccion sin pasar por un proceso apoptotico) lo que
permite su mantenimiento in vitro y, por lo tanto, el estudio de sus funciones y
propiedades similares a aquellas in vivo. Actualmente el cultivo celular se
comprende como un conjunto de técnicas que permiten el mantenimiento de las
células “in vitro”, manteniendo al maximo sus propiedades fisioldgica, bioquimicas
y genéticas. En las investigaciones actuales los cultivos celulares son muy
utilizados debido a la obtencion de grandes cantidades de lineas celulares, la
mayoria de los cultivos contienen un solo tipo de células, periten el estudio de
diversas actividades celulares, se puede estudiar la respuesta a farmacos,
hormonas factores de crecimiento y otros sustratos en los cultivos celulares, etc
(13).

Existen diversos tipos de cultivos celulares, el cultivo primario es un
preparado directo a partir de un tejido u érgano, las células se mantienen con vida
conservando sus caracteristicas originales y su proliferacion es limitada
posteriormente pueden ser removidas para formar un cultivo secundario. En los
cultivos secundarios las células suelen multiplicarse hasta cubrir la superficie
formando una monocapa, este contacto detiene temporalmente su proliferacion
hasta ser traspasadas a recipientes con medios frescos, estos pases pueden
continuar por semanas 0 meses. Sin embargo, la mayoria de las células de

vertebrados tiene un nimero limitado de divisiones en cultivo, esto puede ser el
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resultado del acortamiento progresivo de los telomeros durante la replicacion de
ADN o como consecuencia de mecanismos denominados “puntos de control” del
ciclo celular. La inmortalizaciéon de las células puede darse introduciendo
oncogenes que alteren los puntos de control o genes para codificar la telomerasa,

obteniendo lineas celulares conocidos también como cultivos continuos (13).
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2.2. Justificacion y uso de los resultados

Durante los ultimos afios se han desarrollado grandes avances en la
investigacion y tratamiento de las leucemias en México, a pesar de ello, segun los
datos proporcionados por el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI)
(1) aun representa la primera causa de mortalidad infantil en el pais, 18 de cada
100 casos de morbilidad hospitalaria en México son causados por tumores
malignos en los 6rganos hematopoyéticos de los cuales la leucemia aguda se
presenta con mayor frecuencia en nifios menores de 15 afios (2,77,78) ocupa
alrededor del 35% de todos los casos de neoplasias malignas. El diagndstico
molecular y la estandarizacion de tratamientos han dado como resultado una
supervivencia del 75-80% en LLA en paises desarrollados (79,80,81,82). Son
diferentes los factores que han hecho posible alcanzar estos porcentajes de
supervivencia, entre ellos, las investigaciones realizadas a las diferentes
translocaciones, el conocimiento de la fisiopatologia de la enfermedad, la creacién
de grupos multidisciplinarios en atencién primaria, clasificacion de pacientes en
grupos de riesgo, supervision del tratamiento, introduccion del trasplante y la
mejora continua en las transfusiones sanguineas. Una de las principales causas
de la alta mortalidad de nifios con LLA es el diagndstico molecular ain es limitada,
por lo que no es posible establecer el pronéstico del padecimiento con base a las
alteraciones genéticas. Para disminuir la tasa de mortalidad en nifios con LLA en
el Estado de Baja California, se realiz6 este proyecto de investigacion, para
estandarizar pruebas moleculares para su diagnéstico en la busqueda de
marcadores genéticos (oncogenes) asociados al prondéstico y ademas determinar
las implicaciones clinicas del padecimiento, para contribuir en el desarrollo de
nuevos esquemas de tratamiento que permitan establecer terapias mas
adecuadas e individualizadas y aumentar la calidad de vida de los pacientes
pediatricos con LLA.
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2.3. Preguntade investigacion
¢, Cudl es la prevalencia de los oncogenes BCR-ABL, TEL-AML, MLL, E2A-PBX1
presentes en nifios diagnosticados con leucemia linfoblastica aguda (LLA) del

estado de Baja California?

2.3. Objetivos de investigacién

2.3.1. Objetivo general
Obtener la prevalencia de los oncogenes BCR-ABL, TEL-AML, MLL, E2A-
PBX1 presentes en la leucemia linfoblastica aguda (LLA) en nifios de Baja

California.

2.3.2. Objetivos especificos
- ldentificar la frecuencia de las alteraciones moleculares BCR-ABL, TEL-
AML, Fusiones MLL y E2A-PBX1 en nifios con diagndstico de LLA de Baja
California.
- Identificar los puntos de fusion de las translocaciones t(9;22), t(12;21),
t(4;11) y t(1;19) en pacientes pediatricos de Baja California con diagnostico
de LLA.

- Relacionar las translocaciones moleculares con factores de riesgo de LLA.
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CAPITULO IIL.

3.1. Poblacion
Nuestra poblacion de estudio sera referida por los médicos que colaboran

con el Centro Oncolégico Pediatrico de Baja California en donde acuden nifios de
escasos recursos con limitado acceso a los servicios de salud, afiliados al Seguro
Popular (organizacion que se encarga de la provision de los servicios de salud a
la poblacion beneficiaria del Sistema de Proteccion Social en Salud de México)
con el fin de garantizar la cobertura de su tratamiento. El grupo de edad con
mayor incidencia de leucemia en México se encuentra entre los 5 y 9(37.8%)
afios de edad, seguido por los nifios menores de 5 afios (26.5%), entre la edad de
10 a 14 afos representa el 21.5% (1). Por ello, en nuestra muestra de estudio se
tomo6 el mayor margen posible, entre la poblacién con la més alta incidencia, lo
gue nos deja con un grupo de edad de 0 a 17 afios, cumpliendo los siguientes
criterios.

e Criterios de inclusion:

Pacientes pediatricos con diagnostico reciente de LLA que se encuentren

entre las edades de 0 a 17 afios, con consentimiento de sus padres o tutores.

e Criterios de exclusion:
Pacientes pediatricos con alguna clase de tratamiento que disminuya la
concentracion de glébulos blancos en sangre y pacientes mayores de 17 afios.

e Criterios de eliminacion:
Pacientes diagnosticados con LLA entre las edades de 0 a 17 afios sin
consentimiento firmado del padre o tutor, asi como a los pacientes a los cuales no
se les haya podido realizar la toma de muestra y los pacientes pediatricos

diagnosticados con LLA que ya estén bajo tratamiento médico.

3.1.1. Disefio del estudio

Este estudio es de tipo descriptivo transversal observacional, ya que se
procesé una sola muestra de los pacientes pediatricos con diagnostico reciente de
LLA y no se realizara un seguimiento posterior. El tamafio de la muestra fue

calculado considerando una poblacion en Baja California de al redor de 900,000
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nifios entre las edades de 0 a 14 afos (83) y una incidencia de la enfermedad de
44 casos por cada millon por afio (2); el nivel de confianza es de 0.05 (z=1.96) y
un error muestral de 0.03, lo que nos revela una muestra de 40 casos. El estudio
incluyo a todos los pacientes de 0 a 17 afos recién diagnosticados con LLA
remitidos entre las fechas de septiembre del 2011 a junio del 2014, sin tratamiento
médico. Los casos recolectados fueron de 85 pacientes que cumplieron con los
criterios de inclusion. Para el analisis estadistico de las biometrias heméticas se
descartaron pacientes al no tener la informacién en el momento del diagndstico,

guedandose con 49 pacientes.

3.1.2. Variables

Las variables consisten en la caracterizacion molecular de los oncogenes
BCR-ABL, TEL-AML, MLL-AF4 y E2A-PBX1, estos son los resultados de los
puntos de fusion formados cuando parte de dos cromosomas que se rompen y

cambian de posicion formando las translocaciones correspondientes (Tabla 4).

Tabla 4. Variables de la caracterizacion molecular de los oncogenes.

Variable Definicion Oncogén
Caracterizacion El gen ABL del cromosoma 9
molecular del | se une al gen BCR del | Fusiones BCR-ABL t(9:22).
oncogeén BCR- | cromosoma 22 para formar el
ABL. gen de fusion BCR-ABL.
Caracterizacion El gen TEL del cromosoma 12
molecular del | y el gen AML1 del cromosoma | Fusiones TEL-AML t(12:22).
oncogén TEL- | 21, originando el transcripto de
AML. fusion TEL/AMLL1.
Caracterizacion Los cromosomas 4 y
molecular del | 11 originan el transcrito de | Fusiones MLL- AF4 t(4:11).
oncogén MLL- | fusién t(4:11)
AF4.
Caracterizacion Fusion entre el gen E2Aen
molecular del | el cromosoma 19y el | Fusiones E2A-PBX1 t(1:19).
oncogeén E2A- | genPBX1 en el cromosoma 1.
PBX1.

Representacion de los genes y cromosomas involucrados en las alteraciones génicas.
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Tabla 5. Operacionalizacién de las variables.

Variable Tipo de Operacionalizacion Categorizacion
variable
Edad Cualitativa Afos cumplidos al inicio | 0 afio, 1 afio, 2
nominal del ensayo. afios, 3 afos....17
ARos.
Sexo Cualitativa Genero bioldgico que | Femenino y
dicotémica pertenezca. Masculino.
Oncogenes Cualitativa Variante de los oncogenes | Fusiones:
nominal gque se determine por la | -BCR-ABL t(9:22).
técnica de RT-PCR - TEL-AML t(12:22).

-MLL- AF4 t(4:11).
-E2A-PBX1 t(1:19).
Variables utilizadas en el proyecto de investigacion.

El andlisis molecular se realizd6 en las instalaciones de la Facultad de
Medicina y Psicologia en el Laboratorio 3 de la Universidad Autbnoma de Baja
California, campus Tijuana. Los lineamientos estan disefiados de acuerdo a
normas vigentes que regulan este tipo de procedimientos. Para resguardar la
confidencialidad del paciente se utiliz6 un sistema que consiste en identificar al
paciente por un namero consecutivo seguido de las iniciales de sus apellidos con

el fin de resguardar la identidad de los sujetos de estudio.

3.2. Metodologia

3.2.1. Obtencién de la muestra

La toma de la muestra sanguinea o de medula 0sea, se realiz6 en un lugar
perfectamente iluminado, privado y sin transito de personas para evitarles estrés a
los nifios en el Centro Oncologico Pediatrico de B.C. Se localiza una vena
adecuada en el brazo y se desinfecta el area con un algodén humedecido con
alcohol al 70%, se coloca el torniquete, y posteriormente se realiza la puncion y
se introduce la aguja con el bisel hacia arriba. Al empezar a fluir la sangre se retira
el torniquete y una vez que se haya obtenido la cantidad de sangre requerida, se
retira la aguja y se coloca una torunda con alcohol sobre el sitio de puncion
ejerciendo presion para detener la hemorragia. En la toma de muestra se utilizan
tubos con EDTA (anticoagulante). Las muestras se identifican con un numero

clave de identificacién, niumero del perro, lugar de procedencia (clave del estado),
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fecha (dia/mes/afio) y hora (hora/minutos) de toma de muestra. Las muestras no
deben estar hemolisadas para su aceptacién. Se evita el calentamiento o
enfriamiento excesivos ya que dejarian de ser Utiles y se habria que tomar una

nueva muestra.

3.2.2. Transporte de la muestra
Las formas y procedimientos de embalaje, transporte y disposicion final del

material utilizado y desechos de material biolégico en los procesos del analisis del
estudio se elabora tomando como referencia los siguientes documentos y normas
oficiales mexicanas.

1. Organizacion Mundial de la Salud. Guia para el transporte seguro de
substancias infecciosas y especimenes diagndésticos de la OMS-Division
para la Vigilancia y el Control de Enfermedades Emergentes y otras
Enfermedades Transmisibles, Ginebra, 1997.

2. Norma Oficial Mexicana NOM-051-SCT2/1995, Especificaciones especiales
y adicionales para los envases y embalajes de las substancias peligrosas
de la division 6.2 agentes infecciosos.

3. Norma Oficial Mexicana NOM-003-SCT/2000, Caracteristicas de las
etiquetas de envases y embalajes destinadas al transporte de sustancias,
materiales y residuos peligrosos.

4. Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental
- Salud ambiental - Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos - Clasificacion
y especificaciones de manejo.

Las muestras utilizadas fueron de sangre total con un volumen aproximado
de 5ml utilizando como anticoagulante EDTA, tomadas por personal calificado en

las instituciones donde fueron diagnosticados los pacientes.

3.2.3. Obtencién de linfocitos

La obtencidn de los linfocitos se realizo mediante el lisado de los eritrocitos
con cloruro de amonio 0.16M (NH4CI), el cual fue preparado utilizando agua estéril
y deshionizada, posteriormente fue pasado por filtros de 0.2 um con la finalidad de

eliminar cualquier posible contaminacion. La separacion se realizé utilizando un
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volumen de sangre total entre 2-4 ml al cual se le agrego 10 ml de NH4CI,
obteniendo la lisis de los eritrocitos después de 10 minutas de mezclar
suavemente las muestras. Posteriormente se centrifugaron a 1000rpm/min por 10
minutos. Se decanta el lisado y los linfocitos se resuspenden en PBS 1x pH 7.4.
Se repite este Ultimo paso hasta logra la eliminacion completa del lisado
eritrocitario. Los linfocitos quedan listos para la extraccion de ARN, pueden ser
guardados a -20°C en espera del proceso de extraccion.

3.2.4. Cultivo celular

Las lineas celulares, que fueron utilizadas como controles positivos (Tabla
6), fueron adquiridas de ATCC® (American Type Culture Collection) y consisten en
una poblacion de células linfoides inmortalizadas originarias de medula ésea. Las
lineas inmortalizadas utilizadas deben ser suspendidas en medios nutritivos, el
medio necesario es RPMI compuesto por sales inorganicas, aminodacidos,
Vitaminas, glucosa, glutatién y rojo de fenol (permite observar cambios de pH).
Para evitar la contaminacion de las células en cultivo se utilizaron antimicéticos y
antibidticos al 1%.

Recibidas en criotubos en congelacién con CO; solido (hielo seco) antes de
comenzar el proceso fue necesario realizar la limpieza y desinfeccién de toda el
area de trabajo, incluyendo la campana de flujo laminar, utilizando una
combinacion de productos, peroxido de hidrogeno al 3%, por ser altamente
oxidante tiene un efecto germicida, y una solucion acuosa de alcohol al 70% de
alcohol (etanol o isopropanol), esta concentracion es utilizada debido a que el
efecto desnaturalizante solo se logra en soluciones acuosas. La combinacion de
estas dos sustancias como método de desinfeccion permite lograr la eliminacion
de las formas vegetativas de bacterias, hongos y virus. Enseguida se irradia con
luz UV por 15 minutos con el objetivo de esterilizar toda la superficie de trabajo (el
material que no es desechable también es sometido a un procedimiento similar
antes de entrar al campo estéril de la campa) (84). Una vez concluido el proceso
de desinfeccion y preparacion del material, los criotubos que contiene las lineas

celulares fueron introducidos a un bafio maria de 37°C hasta lograr su
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descongelacion. Posteriormente son agregados a un tubo Falcon de 15ml con 10
ml de medio RPMI 1640 atemperado, en seguida seran centrifugados por 10
minutos a no mas de 700 rpm, con el fin de evitar el estrés celular. El
sobrenadante es decantado y el paquete celular se resuspende en 1ml de medio
de cultivo. La suspension es transferida a un frasco T25 con 6 ml de medio RPMI
1640 con suero fetal bovino al 10% y colocada en una incubadora a 37°C en un
ambiente al 5% de CO,, hasta obtener la confluencia de alrededor del 70%.

Al tener lineas celulares que se mantienen en suspension en su medio, no
formando monocapa, no fue necesario utilizar tripsina para lograr la separacion de
las células. ElI medio con las células fue transferido a un tubo Faltocon de 15 mly
centrifugado a 1000 rpm durante 8 minutos, El sobrenadante se descarto y el
paquete celular se resuspende nuevamente en 1 ml de medio de cultivo. En este
punto puede amplificarse o proceder a la obtencién de RNA. Cabe mencionar que
la linea celular ReH establecida a partir de un paciente pediatrico con LLA pre-B,
expresa el oncogén TEL-AML1 [t(12;21)]; mientras que la células K562 derivadas
de un paciente con LCM, es positiva para el oncogén BCR-ABL [t(9;22)]. Estas
lineas celulares seran utilizadas como controles positivos para la realizacion de los
RT-PCR.

Tabla 6. Lineas celulares utilizadas como controles positivo.

Linea Procedencia Oncogen Translocacion Catalogo Lote

celular ATCC

K-562 Leucemia (CML) | BCR-ABL p210 | t(9;22)(g34;q11) CCL-243 | 60814607
Humana

MV-4-11 | Myclomonocytic | MLL-AF4 t(4;,11)(921;923) CRL-9591 | 60062233
Leucemia
Humana

Rs4(11) | Leucemia MLL-AF4 t(4;,11)(q21;923) CRL-1878 | 57985220
Humana

ReH Leucemia TEL-AML1 t(12;21)(p13;922) | CRL-8286 | 59429141
Humana

Células utilizadas como controles positivos para las diferentes aberraciones génicas.
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3.2.5. Obtencion de RNA

La ruptura de los linfocitos se realizo utilizando el reactivo TRI-REAGENT
(SIGMA) (85). Se mezclé 100 pL de leucocitos en PBS 1X con el doble de
volumen de TRI-REAGENT y 100 pL de cloroformo. Mezclar vigorosamente por 15
segundos en vortex posteriormente se dejan reposar por 10 minutos en hielo. Tras
la centrifugacion a 14000 r.p.m. por 15 minutos a 6°C, se separaron las dos fases
(DNA vy proteinas) de la fase acuosa superficial y el RNA se recuperd por
precipitacion con 500 pL de isopropanol a 4°C mezclando en vortex seguido de un
reposo de 10 minutos a -20 °C. Posteriormente, se centrifugo a 15 000 rpm por 10
minutos a 4°C, se remueve el sobrenadante cuidando de no desechar el pellet. El
material resultante se lavara con 200 pL de etanol y se dejara reposar a -20°C,
seguido de esto se centrifugo a 7500 rpm por 10 minutos a 6°C, se decantd y se
dej6 secar el etanol, sin permitir que el pellet se seque por completo, resuspender
el material en 40 pL de H,O-DEPC. El material purificado queda listo para ser

almacenado a -20°C hasta su uso.

3.2.6. Obtencién de cDNA por la técnica de Transcripcion reversa

La obtencion de cDNA a partir del RNA purificado de linfocitos se elabor6
mediante reacciones de RT (transcripcion reversa de RNA). La mezcla de reaccién
debia presentar 0.5 pg del oligonucleétido complementario al extremo 3’y 1 ug de
RNA en 5uL tampoén de la enzima, 125 mM MgCl,, 25 mM dNTP y 20 mM DTT.
Esta mezcla se calentara a 65 °C durante 10 min y después se afiadird 1.1 yL de
la enzima SuperScript 1l (200u/pl) (Invitrogen) y se incubara a 55 °C durante 30
min. Posteriormente, la reaccion se detuvo mediante incubacion a 85 °C durante 5
min. El material amplificado queda listo para ser almacenado a -20°C hasta su
uso. En la tabla 7 se muestra las secuencias de primers utilizados para las

diferentes aberraciones génicas.
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Tabla 7. Secuencia de primers para los rearreglos génicos.

Transcripcién Rearreglo Cddigo del Secuencia 5’ -3’
génico primer
E2A-A CACCAGCCTCATGCACAAC
PBX-B TCGCAGGAGATTCATCACG
t(1;19)(q23;p13) | E2A-PBX1 E2A-C CACCCTCCCTGACCTGTCT
PBX-D GGCCTGCTCGTATTTCTCC
PBX-3’ TGAACTTGCGGTGGATGAT
MLL-A CCGCCTCAGCCACCTAC
AF4-B TGTCACTGAGCTGAAGGTCG
(4;,11)(q21,923) | MLL-AF4 MLL-C AGGACCGCCAAGAAAAGA
AF4-D CGTTCCTTGCTGAGAATTTG
MLL-E5’ AAGCCCGTCGAGGAAAAG
BCR-el-A GACTGCAGCTCCAATGAGAAC
ABL-a3-B GTTTGGGCTTCACACCATTCC
t(9;22)(q34;911) | BCR- BCR-e1-C CAGAACTCGCAACAGTCCTTC
ABLp190 ABL-a3-D TTCCCCATTGTGATTATAGCCTA
ABL-a3-e3’ TGACTGGCGTGATGTAGTTGCTT
BCR-b1-A GAAGTGTTTCAGAAGCTTCTCC
ABL-a3-B GTTTGGGCTTCACACCATTCC
t(9;22)(q34;911) | BCR- BCR-b2-C CAGATGCTGACCAACTCGTGT
ABLp210 ABL-a3-D TTCCCCATTGTGATTATAGCCTA
ABL-a3-e3’ TGACTGGCGTGATGTAGTTGCTT
TEL-A TGCACCCTCTGATCCTGAAC
AML1-B AACGCCTCGCTCATCTTGC
t(12;21)(p13;922) | TEL-AML1 TEL-C AAGCCCATCAACCTCTCTCATC
AML1-D TGGAAGGCGGCGTGAAGC
TEL-E5’ CGCACCAGGAGAACAACCAC

Secuencias de nucleétidos en cada primer utilizados en la PCR para los diferentes rearreglos
génicos.

En todos los casos el proceso de amplificacién de las translocaciones consistié en
una primer PCR utilizando un par de primers denominados A y B, especificos para
cada translocacion estudiada. Los resultados positivos fueron confirmados con
una segunda PCR, utilizando un juego alternativo de primers (llamados Cy E3’ 6
E5 y D) (Figura 1). La realizacion de una segunda PCR confirmatoria tiene como
objetivo aumentar la especificidad de la deteccion y disminuir la posibilidad de
resultados falsos positivos. Ambas PCR se realizaron utilizando como sustrato
ADNCc y las condiciones de reaccion ya descriptas se incluyeron en todos los
casos controles positivos para la translocacion en estudio y dos controles
negativos (agua y ADNc de donantes sanos). El analisis de los resultados se
realizé por electroforesis de los productos de PCR en gel de agarosa al 1.8%, con
tincion con Bromuro de Etidio y observacion a la luz ultravioleta (UV). El peso
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molecular (PM) de las bandas obtenidas fue estimado por comparacién con un
marcador de PM conocido. Los resultados se documentaron y archivaron en forma
de fotografias digitalizadas de dichos geles. La figura 1 a continuacion muestra las
tres posibilidades de disefio para la deteccion por RT-PCR de las translocaciones
del gen de fusion, que dependen de la presencia o ausencia de mas de una region

de ruptura de los dos genes de fusion.

Figura 1: Esquemas que muestra la posicion de los primers que se utilizaron para amplificar los
segmentes de cDNA por RT-PCR.

a
| [ |
AN
I |
A +B
c— D
E3
b
| | |
N\
AP B1 B2
c D1 * +p2
E5—¥
C
I [ | |
[ AN
I —— g S—
A A1Y B
cob 1 +0D

+ E3

El dibujo muestra (a) El disefio de los primers amplifica los genes de fusién de dos regiones
externas(A y B), dos regiones internas (C y D), y una regién desplazada (primer E). (b) Si mas de
un punto de interrupcién se produce, se disefian los primers B y D regiones abajo del sitio de
fusion. (c) Si mas de un punto de interrupcién en la regién se produce, se disefia primers extra C
regiones arriba del sitio de fusion.

3.2.7. Reaccién en cadena de polimerasa (PCR)
Para las reacciones de PCR (Polymerase Chain Reaction) se utilizara la

enzima HotStarTag DNA Polymerase (QUIAgen, CA). El programa empleado para
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las reacciones de amplificacion varié en funcién de la temperatura de hibridacion
de los oligonucleétidos (SIGMA) que se emplearan y el tamafio del producto de
amplificacion esperado (Ver tabla 8).

Tabla 8. Protocolo de PCR utilizada para cada secuencia.

Translocacion Rearreglo Pardmetros utilizados *
genico Tiempo | Temperatura | Ciclos

5 min 95 *C

30 seg 94 *C
t(1;19)(q23;p13) E2A-PBX1 30 seg 65 *C 35

1 min 72 *C

10 min 72 *C

Hold 10 *C

5 min 95 *C

30 seg 94 *C
t(4;11)(921;923) MLL-AF4 30 seg 58 *C 35

1 min 72 *C

10 min 72 *C

Hold 10 *C

5 min 95 *C

30 seg 94 *C
t(9;22)(q34;q11) | BCR-ABLp190 [ 30 seg 59 *C 35

1 min 72 *C

10 min 72 *C

Hold 10 *C

5 min 95 *C

30 seg 94 *C
t(9;22)(q34;q11) BCR-ABLp210 | 30 seg 59 *C 35

1 min 72 *C

10 min 72 *C

Hold 10 *C

5 min 95 *C

30 seg 94 *C
t(12;21)(p13;922) TEL-AML1 30 seg 65 *C 35

1 min 72 *C

10 min 72 *C

Hold 10 *C

Los tiempos de cada fase son similares por cada par de primers. La temperatura de hibridacién
puede variar en funcion de la especificidad de la reaccién.
*Termociclador utilizado fue el equipo MultiGeneMini
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3.2.8. Electroforesis
La separacion electroforética de los fragmentos de DNA se realizé en geles

de agarosa (LMP, Invitrogen) al 1% en tampon TAE 1X (Ibuffer empleado para la
separacion de fragmentos de DNA por electroforesis) y en presencia de 1ug/mL de
bromuro de etidio (Sigma). Se utilizaron marcadores de peso molecular para DNA
de 100 Y 50 pb de Roche. Se uso el equipo de laboratorio (Bio-Rad) para la
separacion e identificacion de acuerdo al tamafio de los genes (Tabla 9). La base
de la separacion utilizacion de geles de acrilamida a una concentracion
determinada que permita la separacion de las muestras basada en el tamafio de
particula y la capacidad de las muestras para viajar a través de los poros del gel.
La separacion electroforética de los fragmentos de DNA se realizar4 en geles de
agarosa (LMP, Invitrogen) del 0.7-1% en tampon TAE y en presencia de 1ug/mL
de bromuro de etidio (Sigma). Se emplearan marcadores de peso molecular para
DNA de Quiagen.

Tabla 9. Tamario (pb) de los productos obtenidos por PCR.

Rearreglo | Translocacion Secuencia pb

A---B C---D C---E¥
E2A-PBX1 t (1;19) 373 289 401

*+ 27 pb *+ 27 pb *+ 27 pb

A----B C--D E3 ----D
MLL-AF4 t (4;11) *184 a *127 a *270 a

673 616 759

A----B C--D C----E3
BCR- t(9;22) 521 381 445
ABLp190 347 207 271

A---B C---D C---E¥
BCR- t(9;22) *417 a *360 a *424 a
ABLp210 168 111 175

A----B C--D E3 ----D
TEL-AML1 t (12;21) 298 181 417

* -39 pb *-39 pb *-39 pb

Segmentos esperados en los geles de agarosa de acuerdo a sus pb, secuencias de los
primers utilizada y oncogén.*Los tamafios de los fragmentos muestran variacion en el
namero de pb dependiendo de oncogén.
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3.2.9. Andlisis estadistico
El analisis estadistico se realizd utilizando una hoja de calculo de Excel

donde se obtendr4 una base de datos de los pacientes incluidos en el estudio,
capturando: Edad, género, institucion de procedencia, biometria hematica y
resultados del estudio molecular. Posteriormente fueron exportados a SPSS para
obtener un analisis comparativo de las variables incluidas con los datos clinicos y
los resultados positivos a las aberraciones moleculares, logrando obtener la
prevalencia de las aberraciones génicas en la poblacion de los 85 pacientes en el

estudio.

65



CAPITULO IV

4. Resultados
La busqueda por RT-PCR de los oncogenes moleculares BCR-ABL, E2A-

PBX1, MLL-AF4, y TEL-AML1 se realiz6 en un total de 85 pacientes, los
resultados obtenidos se analizaron, con sus estudios comparativos utilizando los
parametros establecidos en la seccion de material y métodos: edad, género,
estudios clinicos. Posteriormente se analizd la institucibn de procedencia y
prevalencia puntual de los oncogenes y translocaciones correspondientes a

aguellos pacientes positivos.

4.1. Edad

El promedio de edad del total de los pacientes pediatricos, en el momento
de la caracterizacion molecular de las aberraciones génicas, fue de 6.07 afios con
una desviacion estandar de 4.02. La distribucion por edad, segun el rango de 0 a
17, se muestra en la Gréafica 1, donde se logra observa la moda a los 4 afios

cumplidos, seguidos de valores de alta incidencia a los 3y 8.

Grafica 1. Distribucién de las edades de los pacientes.
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Distribucion de los pacientes pediatricos de acuerdo a la edad en el momento del diagndstico reflejando una
moda a los cuatro afios, mostrando una disminucion después de los 9.
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El analisis estadistico posterior segin grupos de riesgo por edad, Gréfica 2,
nos revela una distribucion de 11 pacientes en los niveles de riesgos alto, que son
aquellos pacientes que su diagnéstico fue antes cumplir su primer afio 0 mayores
de 10.

Gréfica 2. Grafica de los pacientes segun su grupo de riesgo
50

40
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20

Num. de pacientes

10

menosal la1l0 Mayor a 10
Grupos segun edad

La grafica muestra la distribucion de los pacientes por edades y grupos de riesgo, logrando
observar un mayor nimero de pacientes con riesgo estandar entre las edades de 1 y 10 afios. Los
de riesgo elevado menor del afio o mayor a 10 en el momento del diagnéstico.

4.2. Genero

Del total de 85 pacientes incluidos en el estudio 42 fueron de género
femenino y 43 de masculino, lo que equivale a 49.4% y 50.6% respectivamente.
Su representacion grafica se muestra en la Grafica 3.

Grafica 3. Genero de los pacientes.

Distribucién de los pacientes pediatricos por género con una relacién 1.02:1 de hombres y mujeres.
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4.3. Informacion clinica.
De la muestra inicial de 85 pacientes 7 refieren dolor 6seo, 7 fiebre y uno

hipoxemia en su ficha de diagndstico. Con respecto a los estudios de laboratorio
se realizd6 el analisis estadistico a 49 de los 85 pacientes, ya que estos

presentaban la informacion clinica necesaria completa (Tabla 10).

Tabla 10. Resultados de biometria hematica al diagnostico en los pacientes con LLA

Criterios Minimo | Maximo Media Desviacion
clinicos Std
Casos N=49
Numero de 0.30 85.60 | 14.6286 18.55972
Leucocitos
Recuento de
Ertrocitos 1.15 5.04 3.6151 0.80926

Hemoglobina 3.50 14.80 10.6286 2.35018

Hematocrito 9.40 44.20 31.8429 7.43788
%

4.00 97.40 60.3333 25.70299

Neutrofilos
Recuentode | g 50 .0286 0.07906
Basofilos
Recuentode | g o 55.30 | 8.5939 11.25956
Neutrofilos
% Bosofilos | 0.00 33.70 | 1.3020 4.94455
*/CM 70.10 | 113.10 | 89.1510 8.09748
Recuentode | 0 | 49100 |186.9388 | 118.03096
Plaquetas
Recuentode | 1.20 0918 0.18801
Eosinofilos

% Linfocitos 2.00 87.20 25.8429 20.53291
Recuento de

L focitos 0.20 47.80 | 3.8041 8.95770
Recuento de | 9.70 1.0042 1.75135
Monocitos
0,
K 0.00 6.20 1.0776 1.42497
Eosinofilos
% Monocitos 0.00 29.70 8.2571 7.12689

Resultados de las Biometria Hematica realizada a los 49 pacientes con LLA
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4.3.1. Serie roja.
Los resultados de la biometria hematica, mostrados en la Tabla 10, revelan

en la mayoria de los pacientes, valores disminuidos de hemoglobina, 29 con
valores menores a 11 g/dL, con una media de 10.63 g/dL y una desviacion
estandar de 2.35, mostrando un maximo de 14.8 g/dL y un minimo de 3.5
g/dL(Grafica 4).

Grafica 4. Distribucion de los niveles de hemoglobina.
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Valores de dispersion de concentracion de hemoglobina en los pacientes con LLA mostrando una
media de 10.63 g/dL y una desviacion estandar de 2.35.

Los valores del hematocrito (Grafica 5) también se vieron disminuidos con un
promedio de 31.84 % y una desviacion estandar de 7.43. La Grafica 6 muestra el recuento
de glébulos rojos de los pacientes procesados revelando una ligera distribucién a la
izquierda debido a un mayor nimero de pacientes con valores disminuidos (menor a 4.2
c/mcL). Siendo la media de 3.62 y su desviacién estandar de 0.809, con un minimo de

1.15 y un maximo de 5.04.
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Grafica 5. Dispersion del porcentaje de hematocrito
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Porcentaje de hematocrito de los pacientes con una media de 31.84% y una desviacién estandar
de 7.43, mostrando un mayor porcentaje de nifios con valores disminuidos presentando en su ficha
clinica anemia.

Grafica 6. Distribucion del recuento de eritrocitos.
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Gréfica mostrando la dispersion del recuento eritrocitario en los 49 pacientes con una media de
3.62 y una desviacion estandar de 0.809.
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4.3.2. Serie blanca
En cuanto a la formula blanca se observdé una media de 14.63 k/uL

leucocitos y una moda de 12.4 k/uL. La Grafica 7 muestra una distribucion hacia la
izquierda con 21 pacientes con leucopenia y con 8 pacientes una marcada
leucocitosis (valores superiores a 20 k/uL). Como valor maximo se presenté un

caso de leucocitosis con recuento de 85.06 k/uL.

Gréfica 7. Recuento leucocitario de los 49 pacientes.
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Distribucién Grafica leucocitaria donde se muestra una media de 14.63 y una desviacion estandar
de 18.56, con dos pacientes con una leucocitosis mayos a 80 k/uL.

El diferencial de los globulos blancos nos revelo un promedio de 25.84% de
linfocitos con 25 de los 49 pacientes con linfocitosis mostrando valores por debajo
de 20% (Gréfica 8) y una desviacion estandar de 20.53. Mientras que el 14.3% de
los pacientes presentaron neutropenia, 2 de género femenino y 5 de género

masculino.
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Gréfica 8. Distribucion de diferencial de linfocitos.
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Porcentaje de linfocitario presentes en los diferenciales con tendencia a la izquierda por pacientes
linfopenicos con mayor nimero de blastos, mostrando una media de 25.84 y una desviacion
estandar de 20.53.

4.3.3. Plaguetas
En cuanto al recuento plaquetario se observé en 19 casos trombocitopenia,

promedio de 38.7% de los pacientes, 8 de sexo femeninos y 11 masculinos, el

total del recuento plaquetario nos dio una media de 186.9 x 10° (Grafica 9).
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Grafica 9. Recuento de la distribucion plaquetaria.
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Gréfica mostrando un total de 19, pacientes de los 49, con valores disminuidos de plaquetas, una
media de 186.94 y una desviacion estdndar de 118.031. Un paciente con valor maximo de 491 en
el recuento plaquetario.

4.4. Institucién de procedencia.
Los 85 pacientes de este estudio fueron referidos por diversas instituciones

del estado, el Centro Oncolégico Pediatrico del cual procedian pacientes
pediatricos que corresponde al 28.2%, el IMSS, del cual proceden el mayor
namero de pacientes 51 en total siendo el 60% y por ultimo diversas otras
instituciones 0 médicos externos con un total de 10 pacientes o 10.8% (Gréfica
10).
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Grafica 10. Instituciones de procedencia.
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Institucion de la cual fueron referidos los 85 pacientes pediatricos integrados al estudio, mostrando
el 60% de ellos pertenecientes al IMSS, 28.2% al COP y 10.2% referidos por alguna otra institucion
0 médicos privados.

4.5. Analisis molecular.
Los resultados obtenidos en los 85 pacientes procesados fueron los

siguientes (Grafica 11): E2A-PBX1(+): 1 pacientes (1.2%); MLL-AF4(+): no se
identificaron pacientes con esta translocacion (0%); BCR-ABL(p190) (+):1 paciente
positivo (1.2%); BCR-ABL(p210) (+): 4 pacientes (4.7%); y TEL-AML1(+):no se
identificaron pacientes con esta translocacion (Tabla 11).

Tabla 11. Oncogenes presentes en los pacientes positivos con alguna translocacion
positiva.

Nﬂ(fjneefo Oncogén producto de la translocacion NUTes o
SO E2A-PBX1 | MLL-AF4 BCR-ABL BCR-ABL TEL-AML1 | oncogenes
(p190) (p210)
2AQ Ausente Ausente Presente Ausente Ausente 1
3DH Ausente Ausente Ausente Presente Ausente 1
5VA Ausente Ausente Ausente Presente Ausente 1
44VA Ausente Ausente Ausente Presente Ausente 1
45VA Ausente Ausente Ausente Presente Ausente 1
19MM Presente Ausente Ausente Ausente Ausente 1

El andlisis de los resultados obtenidos se realizé basandose en los pardmetros desarrollados por
las secuencias de oligos utilizados, en donde identificamos determinadas translocaciones, segun
clasificadas por la Organizacion Mundial de la Salud en términos de diagndstico molecular de
Leucemias Linfoblasticas Agudas.
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Grafica 11. Presencia del oncogén. .
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Porcentaje de los oncogenes presentes comparada con los pacientes sin la presencia de los cinco
oncogenes estudiados, el resultado de los oncogenes MLL-AF4 y TEL-AML1 estuvieron ausentes

en todos los casos.

El calculo de las medidas de proporcién nos revela una prevalencia puntual

de 7.05% de los cosas, con el numero de casos prevalentes de 6. Estos

resultados fueron obtenidos por la interpretacion de los geles de agarosa,

realizando un analisis comparativo entre los marcadores de peso molecular y las

bandas obtenidas (Figura 2-3).

Figura 2: Se presenta el gel de agarosa al 0.9%; A. Marcador de peso molecular de 50pb; B.
Control positivo de 445 pb TOM1, oncogén BCR-ABL p190 secuencia C-E3’ (BCR-el-C y ABL-
a3-E3"). C. Paciente # 2 positivo para el oncogén BCR-ABL p210 con banda en 445 pb.
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Figura 3: Se presenta el gel de agarosa al 0.9% con los pacientes positivos al oncogén BCR-ABL
p 210 translocacion 9:22 ; A. Marcador de peso molecular de 50pb; B. Control positivo 417 pb linea
celular K562 secuencia A - B (BCR-B1-A y ABL-a3-B) oncogén BCR-ABLp210 t(9;22); C. Paciente
# 3 secuencia A — B a 243 pb positivo; D. Paciente #5 a 417 pb secuencia A — B positivo; E.
Paciente # 44 a 342 pb secuencia A — B positivo; F. Paciente # 45 a 417 pb positivo secuencia A —
B; G. Marcador de peso molecular de 50pb.

Tabla 12. Presencia de translocaciones.

Frecuencia Porcentaje
Ausente 79 92.9
t(1;19) 1 1.2
t(9;22) 5 5.9
t(12;21) 0 0
t(4;11) 0 0
Total 85 100.0

Porcentaje de translocaciones presentes en los 85 pacientes estudiados con una prevalencia de

7.1% de pacientes con algun tipo de translocacion.
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CAPITULO V.

5. DISCUSION

5.1. Edad
El cancer infantil representa la primera causa de mortalidad pediatrica por

enfermedad en México entre las edades de 4 a 15 afios (86), en nuestra poblacién
de estudio se mostr6 una mayor incidencia en los pacientes menores de 9 afios
(47 pacientes) mostrando un descenso en el comienzo de la adolescencia (Gréfica
12), estos resultados son similares a estadisticas reportadas que muestran un
77% de los pacientes de LLA en México se encuentran entre las edades de 0 a 9
afos (45). El estudio también demostré6 un mayor nimero de pacientes dentro de
los rangos de prondstico favorable, segun su grupo de edad (Gréfica 2), entre uno
y diez afios (43). De acuerdo a los factores de riesgo aquellos pacientes
diagnosticados entre las edades de 1 a 9 afios con LLA suelen tener mejor tasa de
supervivencia (26) lo que indica una probabilidad mayor de entrar a un estado de

remision en los pacientes estudiados.

Gréfica 12. Prevalencia de leucemia linfoblastica aguda de acuerdo a grupos de edad.
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Grupos de edad estableciendo una disminucién en la etapa de la adolescencia teniendo los grupos
de mayor riesgo entre las edades de 0 a 9 afios.
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5.2. Relacion género y estudio molecular.
El estudio nos revelo un total de 6 pacientes con presencia de oncogén, en

los 85 nifios con diagndstico de LLA, mostrando un nimero mayor de pacientes de
género masculino, 4.7% con algun tipo de translocacion, comparado con un 2.35%
de genero femeninos lo que concuerda con la literatura estableciendo un mayor
namero de incidencia en pacientes masculinos (87) y el mal prondstico establecido
para pacientes del masculinos (3). Excluyendo del estudio a los pacientes de
género femenino, no deja un total de 43 pacientes de sexo masculino de los
cuales 4 presentaron algun tipo de oncogén representando el 9.3% de los
pacientes de este género, lo que puede explicar por qué en la literatura los
pacientes masculinos tiene un prondstico desfavorable en comparacién con el

género femenino (88).

Existe una particular importancia en cinco casos positivos a la translocacion
t(9:22) conocida como cromosoma filadelfia, asociado con un prondstico

desfavorable y una baja respuesta al tratamiento (66)(Grafica 13 — 14).

Gréfica 13. Relacion de la presencia de los oncogenes segun el género del paciente.
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Gréfica mostrando una relacidon 2:1 con nimero de pacientes de género masculino positivos en
relacion al sexo femenino.
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Grafica 14. Relacién de la presencia de alguna translocacién segun el género del paciente.
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Gréfica de translocaciones presentes en los pacientes con cinco casos de t(9:22), conocido como
cromosoma filadelfia, signo de mal prondstico; y un caso positivo de t(1:19).

5.3. Andlisis clinico y molecular
Los resultados individuales de cada rearreglo génico se evaluaron

estandarizando diferentes métodos moleculares para identificar las frecuencias de
las diferentes translocaciones [t(12;21); t(4;11); t(1;19); t(9;22)], utilizando técnicas
moleculares por RT-PCR, con resultados reproducible y con un elevado grado de
sensibilidad; volviéndose un complemento para los métodos clasicos de
diagnéstico y clasificacion de los grupos de riesgo segun el prondstico de la

translocacion.

La incidencia de BCR-ABL[t(9;22)] se presentd en cinco casos positivos
para este oncogén, un caso para la proteinas p190 y cuatro para p210, los cuales
no pueden ser diferenciados por técnicas citogenéticas. Dando una prevalencia de
este oncogén en nuestro grupo de estudio del 5.8%, correspondiendo a lo
registrado en la literatura de la LLA en pacientes pediatricos (88). Este grupo de
pacientes fue clasificado como de mal pronodstico después del diagnostico
molecular (57), lo que conlleva un tratamiento intensivo (dosis elevadas de
guimioterapia), seguido de un trasplante de medula ésea alogenico o trasplante de
células progenitoras de sangre periférica (71,72). La agresividad de esta

translocacion dio como resultado el reporte del fallecimiento de un paciente, con el
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oncogén p210, durante el transcurso de este proyecto. Los resultados clinicos
asociados con el cromosoma filadelfia usualmente revelan una hiperleucocitosis,
blastos de tamafo heterogéneo, con citoplasma y vacuolizacion variable
presentandose en pacientes mayores de 10 afios (11). El promedio de edad para
este grupo fue de 10.3 afos, correspondiendo a lo descrito en estudios previos
(89).

La aberracion génica TEL-AML1[t(12;21)] no se encontr6 en los 85
pacientes pediatricos estudiados con diagnéstico de LLA. Sin embargo la
importancia de utilizar un analisis de RT-PCR para este rearreglo radica en la
incapacidad de métodos citogenéticas para lograr su deteccion. Los resultados de
este oncogen en la poblacion estudiada son considerablemente menores a los
reportados, del 18 al 33% en estudios obtenidos de articulos internacionales (6),
también se refleja un alza en la incidencia de esta aberracion en pacientes con
recaidas. Este oncogén se encuentra asociado a leucocitosis en un rango de edad
de 2 a 5 afios (6). La asociacion de la LLA con el oncogén TEL-AML1 esta
biolégicamente caracterizada por una prolongada o completa remision y una
buena sobrevida libre de evento a largo plazo, estableciendo esta aberracion
cromosdmica como prondstico favorable (6,90). Sin embargo se ha revelado que
la presencia de anormalidades cromosdémicas secundarias, como una delecién del
alelo TEL no translocado o duplicacion del cromosoma 21, tiene un efecto adverso
en el prondstico de los pacientes positivos a TEL/AML1 (6).

El rearreglo E2A-PBX1[t(1;19)] fue detectado en un solo caso de los 85
pacientes (1.17%), la frecuencia de esta translocacién se encontré en porcentajes
menores a los que marca la literatura, en donde se reporta una prevalencia del 4
al 8% (91). Este oncogén ha sido altamente estudiado por su asociacion con
recaidas al SNC, de hecho su presencia es uno de los factores prondéstico para
recaidas. Otro indicador importante de recaidas es la hiperleucocitosis que en
presencia de este oncogén se vuelve de mal prondstico. Sin embargo nuestro
paciente positivo no presento leucocitosis sino valores dentro de los rangos

establecidos por la institucion de procedencia (4.9 K/ul). El diagnostico molecular
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de este oncogen procede a un incremento en la intensidad de la quimioterapia
permitiendo una sobrevida similar a la de pacientes clasificados como de riesgo

estandar o medio (92,11).

La aberracion génica MLL-AF4 [t(4;11)] no fue detectada en ningun caso de
los 85 pacientes pediatricos estudiados con diagndstico de LLA. Este porcentaje
difiere con la frecuencia descripta por otros autores (93). Este oncogén puede
presentarse en forma de translocacion criptica, que so6lo son detectables por
técnicas moleculares como RT-PCR y FISH (11). La presencia de este oncogén es
asociado a un prondstico desfavorable, debido a su baja respuesta a los

tratamientos de quimioterapia reduciendo los niveles de sobrevida.
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CAPITULO VL.

6. Conclusiones.

Se obtuvo una prevalencia significativamente similar de sexo, edad y
translocaciones positivas con lo reportado por grupos nacionales e

internacionales.

La frecuencia de las translocaciones [t(12;21); t(4;11); t(1;19); t(9;22)]
génicas fue del 7.05% en una poblacién de 85 nifios con diagndstico de LLA en el

estado de Baja California.

El oncogén BCR-ABLJt(9;22)] se presentd con una frecuencia mayor 5.8%

en el estudio, pero muy similar a lo descrito por otros grupos(del 5%).

La incidencia del rearreglo E2A-PBX1[t(1;19)] fue detectado en un solo caso

de los 85 pacientes, presentando una frecuencia del 1.2%.

Los resultados plasmados en esta tesis permitieron estandarizar diferentes
técnicas moleculares para logrando diagnosticos efectivos y mejora el desarrollo
de tratamientos personalizados que permitieron aumentar la calidad de vida de los

ninos con LLA.
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CAPITULO VII.
7. Anexos

7. 1. Aspectos Eticos y Legales
Las muestras sanguineas de los pacientes pediatricos son tomadas una vez

que los padres o tutores den su autorizacion mediante la firma del consentimiento
informado. En el cual se les explicara los términos de su participacion, los riesgos
que conlleva el estudio, la forma en que se protegera la confidencialidad de su
informacion y su libertad para retirar del estudio cuando lo desee. Una vez que
tanto el paciente como el padre o tutor hayan comprendido los términos del

consentimiento este sera firmado.

Este proyecto ha sido evaluado y autorizado por el comité de bioética de la

Facultad de Medicina y Psicologia de la Universidad Autonoma de Baja California.
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