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l. RESUMEN

Introduccidn: La leucemia mieloide aguda (LMA) es un padecimiento oncohematoldgico
que se clasifica en 8 subtipos (Mg hasta M5). La clasificacidon en 8 subtipos se basa en: a)
aspecto de la célula en el estudio morfolégico, b) el estado de maduracién de la célula que
se observa en el inmunofenotipo y c) las alteraciones cromosdmicas que presentan en la
citogenética. No obstante, debido a la mala calidad de los cromosomas o al indice
mitotico bajo, estos rearreglos cromosdmicos pueden pasar desapercibidos, por lo que se
desarrollaron ténicas alternativas para su deteccién como las moleculares. Objetivo: En
este trabajo se buscé identificar los reordenamientos moleculares de los genes de fusion
AML1-ETO, BCR-ABL, PML-RARA BCR1, PML-RARA BCR3, RARA, CBFB-MYH11l A y
CBFB-MYH11 E en pacientes con LMA por medio de la técnica de PCR de punto final y
correlacionar los resultados con el estudio citogenético clasico. Metodologia: se realizo la
extraccién de RNAm en 20 muestras de sangre periférica de pacientes del Hospital Juarez
de México con diagndstico de LMA; posteriormente se retrotranscribié a cDNA y se realizé
un PCR multiplex para detectar los genes de fusidon en controles positivos y en las
muestras. Resultados: se encontré el gen PML-RARA en dos pacientes femeninos y se
confirmé con el estudio citogenético que el tipo de LMA que presentaban ambas
pacientes era M3 con prondstico intermedio. Conclusiones: la técnica de PCR de punto
final demostré ser sensible y especifica para la deteccion de los genes especificos de los
subtipos de LMA M,, M3 y My; v se corroboré la presencia del gen PML-RARA con el

estudio citogenético clasico.




Il. INTRODUCCION

La leucemia es una neoplasia derivada del aumento incontrolable de un grupo de células
sanguineas. Se origina en la médula ésea cuando las células madre hematopoyéticas que
producen las células sanguineas mutan o sus genes de autorenovacion se alteran y, por lo
tanto, presentan una proliferacién descontrolada, un bloqueo de diferenciacién de los

estadios de maduracion y resistencia a la muerte celular programada (Appelbaum, 2014).

La leucemia se clasifica primero por el origen celular, ya sea en Mieloide o Linfoide.
Adicionalmente, se indica el tipo de severidad: aguda cuando es muy rapida y crdénica
cuando es lenta. Como resultado de ambas clasificaciones, podemos tener la Leucemia
Linfoide Aguda (LLA), Leucemia Mieloide Crénica (LMC) y la Leucemia Mieloide Aguda

(LMA) (NIH, 2014); ésta ultima es el objeto de estudio de la tesis.

La LMA se divide en ocho subtipos, que van desde la Mg hasta la M5. Esta clasificacion la
determind la Franco-Anglo-Estadounidense por sus siglas en inglés FAB (1976) y la
Organzacién Mundial de la Salud (OMS) en el 2008 a partir de criterios de tres estudios
convencionales: i) Morfoldgico, ii) De inmunofenotipo vy iii) Citogenético. Estos criterios
permiten observar la morfologia, el estado de madurez y las alteraciones cromosdmicas
gue acompafan a las mutaciones en los genes. Sin embargo, el estudio citogenético sélo
permite observar anomalias con resoluciéon de hasta 5Mpb en los cromosomas y el
resultado tarda hasta un mes, por consiguiente, en el presente trabajo se utilizé la técnica
de PCR punto final para detectar los genes de fusidon de manera especifica y rapida, lo que

permite otorgar al paciente un prondstico veraz y un tratamiento individualizado.




. MARCO TEORICO

La hematopoyesis es el proceso de formacién de las células sanguineas, inicia a las dos
semanas de gestacion, a partir de la formacion de una célula pluripotencial derivada del
mesodermo dentro del saco vitelino (periodo mesoblastico). Posteriormente, alrededor
de la sexta semana de gestacion se forman los precursores eritropoyéticos que maduran
en el higado y bazo (periodo hepdatico) y aumentan la cantidad de eritrocitos circulantes.
Por ultimo, alrededor del segundo trimestre, la hematopoyesis se lleva a cabo en la
médula dsea (periodo mieloide), donde continuard durante toda la vida del individuo

manteniendo las poblaciones de las células sanguineas (Rothstein, 1994).

La hematopoyesis es un proceso que inicia con las células madres hematopoyéticas que
dan lugar a las unidades formadoras de colonias linfoides (UFC-L), que posteriormente se
diferencian en linfocitos B y T, y en las unidades formadoras de colonias mieloides
(UFC-GEM) (Fig. 1). Las UFC-GEM entonces se diferencian en granulocitos, eritrocitos,
monocitos y megacariocitos mediante la expresién de diversos genes que activan la
sefalizacion de diferentes respuestas celulares con diversas funciones. Por ejemplo, los
genes de proliferacién IKAROS (factor transcripcional de dedos de zinc tipo C2H2) y RUNX1
(factor de transcripcion relacionado a runt tipo 1), los genes de diferenciacion Pu.l y

FOG-1y los genes de maduraciéon GATA (Dominguez, et al., 2015).
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Fig. 1. Factores de transcripcion expresados durante cada etapa de maduracion en la
hematopoyesis. (Tomada y modificada de Longo, et al., 2013 y Dominguez, et al.,

2014).
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Durante la hematopoyesis se forman dos lineas celulares; la primera que da origen a las
células troncales mieloides y la segunda a las células troncales linfoides. Por esta razdn, la
leucemia se clasifica inicialmente dependiendo del origen celular en mieloide o linfoide vy,
posteriormente, se afiade el tipo severidad: crénica cuando la enfermedad progresa mas
lentamente; o aguda cuando, progresa rapidamente. Con base en ello tenemos la
leucemia mieloide aguda (LMA), la leucemia mieloide crénica (LMC), la leucemia linfoide
aguda (LLA) y la leucemia linfoide crénica (LLC). A conitinuacién se abordara la LMA,

motivo de la presente tesis.

3. Leucemia Mieloide aguda

La LMA es un grupo de leucemias que se originan cuando las células madre mielopoyéticas
gue dan origen a los baséfilos, neutrdfilos, eosindfilos, megacariocitos y monocitos
adquieren rearreglos cromosdmicos y multiples mutaciones genéticas. Esto causa fallas
en la maduracién de las células mieloides y un incremento de mieloblastos en la médula

Osea y otros tejidos (Pavén et al., 2005; Hurtado, et al. 2012).

3.1. Etiologia de la LMA

La leucemiogénesis se ha asociado a factores genéticos, quimicos, ambientales y

bioldgicos.

3.1.1 Factores genéticos. Las personas que presentan algun tipo de alteracion

cromosémica que incremente el numero total de cromosomas, o bien con alguna




alteracion estructural tienen mayor riesgo de desarrollar leucemia. Por ejemplo, los nifios
con Sindrome de Down (trisomia 21) o Sindrome de Klinefelter (47, XXY) tienen mas
probabilidades de desarrollar LLA o LMA que el resto de la poblacion. De hecho, la misma
alteracion cromosoémica facilita la formacion de traslocaciones, deleciones o inversiones
que activan oncogenes (BCR-ABL, AML-ETO, PML-RARA) o afectan la funcién normal de
los genes. En relacion con el parentesco, la leucemia no es heredable, es decir, si alguno
de los progenitores desarrolla leucemia de adulto no heredara ni aumentara el riesgo de
gue un hijo presente leucemia. Sin embargo, los hermanos de los nifios con leucemia
tienen una probabilidad cuatro veces mayor que la poblacion normal de desarrollar

leucemia (Sierra-Martinez, 2005; AMC, 2016).

3.1.2 Factores quimicos. Las personas que tienen contacto prolongado con pesticidas,
humo de biomasa, benceno (disolvente usado en la industria de limpieza y en la
produccién de algunos medicamentos, plasticos y tintes), uso de medicamentos como
ciclofosfamida, clorambucilo, etopdsido, tenipdsido y quimioterapias (QT) para
contrarrestar la LLA durante la infancia o con tabaquismo en la edad adulta, tienen mayor
riesgo de padecer leucemia. En el caso de los medicamentos, se ha reportado que los
pacientes desarrollan LMA en un plazo de 5 a 10 afios a partir del tratamiento (Bibbo,

1997; Pichon—Riviere et al., 2013; AMC, 2016).

3.1.3 Factores ambientales. Algunos factores ambientales como la exposicion a
radiaciones ionizantes y la exposicién a campos electromagnéticos aumentan el riesgo de

padecer leucemia (AMC, 2016).




3.1.4 Factores bioldgicos. Existen algunos agentes patdgenos virales que al inyectar su
material genético en las células de la médula ésea para replicarse provocan cambios en los
genes de las células hematopoyéticas. Por ejemplo, el virus de Epstein—Barr estimula a los
antigenos mielomonociticos para que expresen la proteina C-MYC y como consecuencia
se presenta una pobre diferenciacién celular con bajos niveles de CD20. En contraste, las
células normales expresan CD5+ y mantienen un adecuado sistema de transmisidon de
sefiales y como consecuencia una buena accién del Ca** o el intercambio de iones Na*/H".
Sin embargo, estos mecanismos son alterados por las infecciones virales generando
sefiales anormales provenientes de muchos factores de crecimiento y de mitdégenos
(Hernandez-Ramirez, 1999).

3.2. Epidemiologia

La LMA tiene una incidencia en la poblacién mexicana de 3200 casos nuevos por cada cien
mil personas (Fig.2), se presenta principalmente en varones de 59-70 afos, con una
incidencia 10.7-16.7 mayor a comparacion de nifios y jévenes. La prevalencia (definida
como el numero de personas que sobrevivieron en un afio a esta enfermedad) es de 945
en un ano y tiene una mortalidad de 2500 por cada cien mil personas, siendo la sexta
causa de muerte por cancer mas frecuente en el sexo masculino y la quinta causa mas
frecuente en incidencia (Fig. 4). Se estima que la LMA no ha aumentado su incidencia a
diferencia de la LLA que ha mostrado un incremento de 7.5 por milldn/afio en 1982 a

22.19 por milléon en 1991 (Sans-Sabrafen, et al., 2006; Rivera 2010; GLOBOCAN, 2012).
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Fig.2. Relacion de incidencia y mortalidad de los diferentes tipos de cancer en el
género femenino y masculino en México (Tomado de GLOBOCAN, 2012).
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Fig. 3 Grafica comparativa de la incidencia y mortalidad entre los diferentes tipos de cancer por cada 100,000 habitantes
del sexo masculino en México (Tomado de GLOBOCAN, 2012).




3.3 Cuadro clinico

Los pacientes con LMA presentan un cuadro clinico de: fiebre, fatiga, debilidad, anemia
(provocada por la alta produccion de células en médula 6sea), predisposicion a
infecciones, hematomas vy falla del funcionamiento de otros drganos; asi como, pérdida de

peso, apetito e inflamacion del abdomen (Ruiz-Argiielles, 2009).

3.4 Clasificacion de la LMA

La organizacién FAB y la OMS en el 2008 determinaron una clasificacién de ocho subtipos
de LMA que va desde la Mg a la M; mediante la integracién del diagndstico clinico y los
métodos de deteccidn hematoldgicos, citomorfoldgicos, de inmunofenotipo y citogenético

(Rodak, 2004; OMS, 2008; Longo, et al., 2013).

3.5 Factores prondsticos de la LMA:

El propdsito de identificar los factores de riesgo en la LMA permite dar al paciente un
tratamiento individualizado, y variar la intensidad de los tratamientos con la finalidad de
aumentar el nUmero de pacientes con recuperacién exitosa. Los factores prondstico se
dividen en dos grupos: el primer grupo se relaciona con caracteristicas clinicas del

paciente y el segundo con las caracteristicas bioldgicas de la leucemia (Tabla 1).
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Los principales factores del paciente que influyen en el tratamiento de la LMA son la edad,
el conteo de células blasticas y el diagndstico de una leucemia aguda de novo. La edad
superior a 60-65 afios es un factor de mal prondstico. En contraste, los pacientes jévenes
tienen mas probabilidades de no volver a presentar evidencia de la enfermedad (remision
completa). Ademads, la edad avanzada se asocia frecuentemente a cariotipos complejos y
a mayor resistencia a la QT, lo que da lugar a una recuperacion prolongada o muerte

(D6hner et al., 2010).

El segundo grupo de factores prondsticos se refiere a las alteraciones cromosémicas
detectadas en el estudio citogenético. En particular se asocian a prondstico desfavorable
la presencia de las anomalias de los cromosomas 5 y 7 en pacientes previamente tratados
con alquilantes, y las deleciones del brazo largo del cromosoma 11 en pacientes tratados

con inhibidores de la topoisomerasa Il (Sans-Sabrafen et al., 2006).

Los subtipos morfolégicos Mg y M; de LMA se consideran de peor prondstico
probablemente por su asociacion con cariotipos anormales. Sin embargo, las LMA de

buen prondstico son las asociadas a la t(8; 21) y a la inv(16) (Nguyen et al., 2002).

Recientemente se determind que el prondstico de la LMA se asocia con el tiempo
transcurrido desde el diagndstico de la enfermedad hasta el inicio del tratamiento. Es
decir, una demora en el inicio de tratamiento (de al menos 5 dias) en pacientes con LMA y

edad mayor a 60 afios se asocia a una baja probabilidad de remision completa (RC), es por

11



https://www.google.com.mx/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22J.+Sans-Sabrafen%22

ello que es importante acelerar los tiempos de los estudios de diagndstico especializado

(Sekeres et al., 2009).

Actualmente la citogenética es el factor biolégico mas importante para predecir la
evolucidon clinica del paciente, aunque todos los estudios correspondientes son
importantes para determinar si el paciente respondera favorablemente o dificilmente se
recuperara. Por ejemplo, el estudio de inmunofenotipo permite dar seguimiento a los
pacientes mediante la deteccién de la cantidad de células neopldsicas después del

tratamiento; a esto se le llama deteccion de la enfermedad minima residual (EMR).

Tabla 1. Factores prondsticos en la LMA.

Favorable Desfavorable

Factores clinicos: LMA de novo, nifios y Factores clinicos: LMA secundaria, adultos
adultos jovenes, cifras normales de de edad avanzada (>60 afios), leucocitosis

leucocitos. intensa (> 50 — 100x10° / L).

Clasificacion FAB: LMA promielocitica, Clasificacion FAB: LMA indiferenciada,
LMA con eosinofilia. LMA monocitica, LMA eritroide, LMA

megacariocitica.

Citogenética: t(8;21 y inv(16)/ t(16;16), Citogenética: alt3g, -5, o 5q-, -7,
incluso con hasta 4 alteraciones alt11qg23, t(9;22), trisomia 7, alteraciones
adicionales. La t(15;17) tiene un multiples, aneuploidias.

prondstico intermedio.
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Moleculares: AML1-ETO, PML-RARA de Moleculares: BCR-ABL
caracter intermedio, CBFB-MYH11

Respuesta al tratamiento: RC tras un Respuesta al tratamiento: RC con = 2
ciclo largo de QT, <20% de blastos en ciclos de QT, >20% de blastos en MO tras
Médula ésea (MO) tras un ciclo de QT, RC un ciclo de QT, persistencia de EMR por
inmunofenotipica tras QT inmunofenotipo tras la induccion y/o

consolidacién

(Modificado de Sans-Sabrafen et al., 2006 y Grimwade et al., 2010).

La LMA Ms; tiene una frecuencia del 25-30% entre mexicanos, seguida en orden
decreciente de frecuencia la LMA M, M, y My, por lo que este trabajo se enfocard en
estos rearreglos cromosémicos y a continuacién se explicard la funcidon de los genes

individuales y fusionados (Jaime-Pérez y Gémez-Almaguer, 2005).

3.6 Métodos de deteccion de la LMA

3.6.1 Hematoloégicos y citomorfolégicos

Los estudios hematoldgicos y citomorfoldgicos que se realizan en una muestra de sangre
periférica o de médula 6sea mediante el andlisis microscépico de un frotis sanguineo con
ayuda de la tinciédn de Wright tienen como finalidad determinar la cantidad de células, las
caracteristicas morfoldgicas, el grado de madurez, el tamafio celular, la forma nuclear, el

grado de granularidad y el tipo de granulo. El diagndstico de la LMA se confirma cuando
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se encuentran mas del 20% de blastos circulantes y con base en la morfologia se

determina el tipo de blasto para clasificar la leucemia en uno de los siete subtipos

(Mo—My5) (Bennet, 1976; Rodak, 2004; Merino, 2010):

Leucemia mieloide aguda minimamente diferenciada (LMA-My); los blastos se
presentan >90%, con una morfologia grande y granulados (Fig. 4a). Este subtipo

de leucemia tiene un prondstico desfavorable.

Leucemia mieloide aguda sin maduracion (LMA-M;): presenta una minima
diferenciacién mieloide; los mieloblastos de tipo 1 se presentan en >90% vy los

promielocitos y monocitos en <10% (Fig. 4b).

Leucemia mielobldstica aguda con maduracion (LMA-M;): presenta una
maduracion granulocitica minimamente diferenciada con poco mas de 90% de

promielocitos y <10% de monocitos (Fig. 4c).

Leucemia promielocitica aguda (LMA-M;): presenta proliferacion de blastos y

promieloblastos anormales con granulos; el nucleo tiene aspecto monocitoide y

perfil bilobulado en >30% y <89% (Fig. 4d).

Leucemia mieolomonocitica aguda (LMA-M,): se encuentran presentes blastos

tipo | en >30% y del tipo Il >20% pero <80%; ambos con morfologia grande y con
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presencia de nucleos y nucléolos con forma redonda, arrifionada o irregular (Fig.
4e).

Leucemia monocitica aguda (LMA-Ms): tiene >30% de los blastos circulantes en
sangre; el 80% de las células monociticas son monoblastos; el resto son
promonocitos y monocitos (Fig. 4fy 4g) (Bennet, 1976; Rodak, 2004; Longo 2013).
Eritroleucemia aguda (LMA-Mg): se caracteriza por hiperplasia de los precursores
eritroides; mas del 50% son eritroides nucleados, el 30% restante son mieloblastos.
La morfologia es con gemacién nuclear, fragmentaciéon y formas multinucleadas
gigantes (Fig. 4h).

Leucemia megacarioblastica aguda (LMA-M;), se presentan >30% de
megacariocitos en médula ésea y sangre periférica con nucleos de gran tamafo

(Fig. 4i).
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Fig. 5. Citomorfologia de los subtipos de LMA en frotis sanguineo. En

color morado se muestran las células blasticas y en rosa o rojo los
eritrocitos. a: Se muestran los blastos con gran tamaio y agranulados de
la LMA-My, b: Se muestran los mieloblastos de tipo 1 de la LMA-Mj, c:
Se muestran los mielocitos en fase de promielocito de la LMA-M,, d: Se
muestran los promieloblastos con granulos y nucleo bilobulado de la
LMA-Ms;, e: Se muestran los blastos mds grandes y con presencia de
nucleos y nucléolos con forma redonda, arrifionada o irregular de la
LMA-M,, fy g: Se muestranlos blastos de tipo | y Il de gran tamano y con
presencia de nucleos redondos, arrifionados e irregulares de la LMA-Ms,
h: Se muestran los mieloblastos, eritroides inmaduros y nucleados de la
LMA-Mg, i: Se muestran los megacariocitos con nucleos irregulares y de
gran tamafio, caracteristico de la LMA-M; (Tomado y Modificado de
Ladines—Castro et al., 2016).
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3.6.2 Inmunofenotipos

A diferencia del conteo celular en el que se realiza un estudio citomorfolégico bajo
microscopio y en el que es imposible diferenciar el estado de madurez de las
células, el inmunofenotipo es un estudio mds rapido y preciso que determina el

numero de células presentes (Fig. 6).

El objetivo del inmunofenotipo es conocer la linea celular implicada en el proceso
de proliferacion clonal (linfoide o mieloide) con diferentes fluoréforos que permitan
detectar su grado de madurez mediante el reconocimiento de los antigenos de
superficie (CD). La informacién producida se agrupa en dos tipos fundamentales: la
originada por la dispersion de luz y la que se vincula con la emisidn de luz por parte
de los fluordforos presentes en la superficie de las células. En el caso de la LMA, el
citometro de flujo identifica los antigenos de superficie: anti CD11b, CD13, CD14,
CD15, CD33, CD41 vy Glicolorina A; expresados por las células mieloides lo que

permite establecer el tipo de LMA (Tabla 2) (Casanova et al., 2013).

La expresion de CD13 se realiza de manera normal en células progenitoras de la
linea granulopoyética y monocitica, asi como en células maduras de ambas series,
debido a que es una metaloproteasa de membrana que degrada péptidos
reguladores. El CD14 se expresa de manera normal en monocitos y macréfagos,
pero débilmente en granulocitos, su funcién es ser receptor de endotoxinas (Derolf

et al., 2008). Otro marcador de superficie es el CD15, que esta asociado de manera
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normal a la linea monocitica y de manera anormal a la granulocitica, su funcién es
ser una glucoproteina de membrana que liga a las selectinas (Solary et al., 1992).
Por su parte, el CD11b tiene la funcién de ser una molécula de adhesién B2 a la
integrina, es un antigeno expresado sobre todo en monocitos, macrofagos y células
NK y su presencia se ha asociado con menor tasa de recuperacion tras QT de
induccion. Finalmente el CD33 se expresa en un 97% de los pacientes con LMA sin
relaciéon a un prondstico. Al contrario de la presencia del CD34 asociado a falta de
madurez en las células presentes (Tien et al., 1995; Paietta et al., 1998; Graf et al.,

2006).
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Fig. 6. Estudio de inmunofenotipo de un paciente con una LMA asociada a la
inv(16). Se muestra una poblacién leucémica heterogénea. Existe una
poblacion mas inmadura (poblacién roja) y otra mds madura con
diferenciacién monocitica (poblacién verde) que coexpresa el marcador de
inmadurez CD34 (asincronismo madurativo). También se detecta la pérdida
de expresion del marcador mieloide CD33 (Tomado de Macedo, et al., 1995).
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Tabla 2. Tipo, nombre, alteracién cromosdmica, gen de fusion, inmunofenotipo, incidencia de la enfermedad en la
poblacidn y pronéstico de cada subtipo de LMA desde la Mg a la M.

Tipo

Mo

M,

M;

M,

Ms

M;

Nombre

Leucemia mieloide
minimamente
diferenciada

Leucemia mieloide
aguda sin maduracion

Leucemia mieloide
aguda con maduracion

Leucemia promielocitica
aguda -—hipergranular

Leucemia mielonocitica
aguda

Leucemia monocitica
aguda

Eritroleucemia

Leucemia
megacarioblastica aguda

Alteracion

cromosomica

Sin especificacién

t(9;22)(934;911,2)

£(8;21)(922;922)

t(15;17)(q22)

inv(16),
(p13,2922)

t(9;11)(p22;923)

translocacidn
11923

inv(3)(g21926)
t(3;3Xg21;926)

t(16;16)

Gen de fusidn

Sin
especificacion

BCR-ABL

AML1-ETO o

RUNX1-RUNX
111

PML-RARA
bcrl
CBFB-MYH11
MLLT3-MLL

RBM15-MKL1

RPN1-EVI1

Inmunofeno-tip

(o}

CD13, CD33,
CD34, CD117

CD13, CD33,
CD117

CD13, CD34,
CD117

CD13, CD33,
CD117

CD13, CD33,
CD117
CD11by CD14

Glicolorina A

CD41, CD61

Incidencia

(%)

8%

15%

25%

5-10%

10%

6%

3-6%

<5%

Prondstico

Desfavorable

Desfavorable

Favorable

Intermedio

Favorable

Desfavorable

Desfavorable

Tomada y modificada de Rodak, 2004; Sans-Sabrafen et al., 2006; Perea-Duran, 2011




3.6.3 Citogenéticos

Las alteraciones cromosémicas que pueden observarse en la LMA son numéricas y
estructurales, de las cuales se han identificado mas de 200 traslocaciones, deleciones,
inserciones, isocromosomas, trisomias o monosomias recurrentes que se reportan de
acuerdo a la nomenclatura International System for human Cytogenetic Nomenclature
(ISCN, 2013). Algunas alteraciones numéricas se asocian Unicamente a algun subtipo de
LMA (Fig. 6) y otras son compartidas, sin embargo la frecuencia del subtipo varia en
funcién de la localizacién geografica. Por ejemplo: la translocacion(15;17) de la leucemia
promielocitica aguda se encuentra con mayor frecuencia en la poblacién latina que en la
blanca, mientras que la traslocacién(6;9)(q22;922) se observa con mas frecuencia en la
poblacion asidtica y es menos frecuente en nuestro pais (Salamanca-Gémez, 1995;

Hernandez et al, 2010).
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Fig. 7. Cariotipos parciales de las alteraciones citogenéticas mds comunes en
la leucemia mieloide aguda (Modificado de Herndndez et al, 2010)

Las anormalidades estructurales y otras numéricas se reportan en la Tabla 3; existen
anormalidades estructurales especificas para cada suptipo de LMA (Veldzquez-Gonzalez

etal., 2001).

Tabla 3. Alteraciones cromosdmicas mas frecuentes de analizar en la

LMA.

Subtipo de LMA Alteracion citogenética Frecuencia (%)*
M, -7 17

+8 13

del (5q) 10

-5 9

t(9;22) (934;911) 9
M, t(8;21) (934;922) 38

-7 11
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Ms

M

+8
del (5q)

t(15;17)

inv(16)

+8

-7

del, t(11q)(g23)

+8

-7

+8

del (5q)

-5

Aberraciones complejas
Pocos casos estudiados

11

95

26
15
11
30
26
26
14
14
11

*Las frecuencias son para la poblacion mexicana (Tomado de Salamanca-Gémez, 1995);
t=traslocacion; inv= inversiones; del=deleciones; q= brazo largo; p= brazo corto.

3.6.4 Citogenética molecular

Las técnicas de citogenética molecular se basan en la capacidad que poseen los acidos

nucleicos para hibridarse entre si, lo que permite la deteccién y localizacidon de secuencias

especificas de ADN, por consiguiente, una de las técnicas de hibridacién mas utilizadas por

no requerir cultivo celular es la Hibridacién in situ fluorescente (FISH); un estudio que

permite detectar y localizar por fluourocromia secuencias especificas de DNA o RNA sobre

preparaciones cromosémicas y observar un cariotipo fluorescente de zonas especificas

con mejor resolucion que un cariotipo convencional (Fig. 7) (Castillo et al., 2002;

Rodriguez-Martinez y Suescun 2013).
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b
Fig. 8. Tipos de sondas para FISH; a) sonda centromérica, b) sonda

cromosoémica, c¢) sonda de locus especifico (Modificado de
CancerQuest, 2016).

En comparacién con el analisis citogenético convencional, FISH permite delinear
aberraciones cromosdmicas especificas numéricas y estructurales en células interfasicas
(citogenética interfasica) (D6hner et al., 1995).

Entre las aberraciones mds comunes detectadas por FISH se encuentran la monosomia 7
(=7) o trisomia 8 (+8). Estas anormalidades son facilmente detectadas por FISH con

sondas centroméricas especificas de los cromosomas 7 y 8 (Doéhner et al., 1995).

Sin embargo, existen reordenamientos indetectables porque la hibridacion puede
presentar el mismo color del cromosoma comprometido, también existen numerosas
desventajas prdacticas como malas preparaciones citogenéticas, excesiva o insuficiente
hibridacién, tratamientos inadecuados que pudieran interferir con la interpretacion y
requerir otros estudios complementarios (Castillo et al., 2002; Rodriguez—Martinez vy

Suescun 2013).
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Dadas las limitaciones de la citogenética molecular para detectar rearreglos pequenos,
genes de fusidon y mutaciones de una sola base, entre otras, el uso de las técnicas

moleculares es fundamental, como se describe a continuacion.

3.6.5 Biologia molecular

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica muy utilizada para la
detecciéon de mutaciones no detectables por otros métodos. La PCR permite amplificar
selectivamente un fragmento especifico de DNA vy realizar muchas copias de esta hasta
obtener una cantidad especifica para su posterior manipulacidon. Se basa en el flujo de la
informacién genética (DNA-RNA-proteina) y mediante una reaccién en cadena que clona

un gen especifico (Solomon y Martin, 2008).

Para la realizacion de la PCR, se requiere de oligonucledtidos iniciadores o primers que son
fragmentos cortos complementarios que se van a unir a los extremos Reverse y Forward
de una secuencia especifica de DNA, una enzima (Taq polimerasa) que realiza la sintesis de
un segmento de DNA, asi como nucleétidos (dNTPs), una solucién amortiguadora, Mg++y
una pequefia cantidad de DNA del paciente. Toda esa mezcla de elementos se somete a
diversos cambios de temperatura temporales para facilitar que se lleve a cabo la sintesis
de copias multiples del fragmento de DNA o gen de interés. Estos cambios de
temperatura se programan en el termociclador y se llevan a cabo en las siguientes etapas:

desnaturalizacion inicial, alineamiento complementario de los primers con el DNA,
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elongacion y terminacidn. Se requieren de al menos 35-40 ciclos para tener la cantidad

suficiente de DNA amplificado para analisis posterior (UNAM, 2008; IPN, 2009).

Tras la amplificacion, se requiere la lectura del amplificado en un gel de agarosa o
poliacrilamida, comparando las bandas amplificados con marcadores conocidos de peso

molecular (UNAM, 2008; IPN, 2009).

Existe otra variante de la PCR llamada multiplex donde se utilizan multiples pares de
primers al mismo tiempo y como resultado pueden observarse multiples bandas de genes
amplificados en el gel de agarosa. Se usa frecuentemente en diagndstico médico, tiene
como ventajas ahorrar tiempo y gastos. Sin embargo requiere una cuidadosa

optimizacidén en la concentracién de los componentes (UNAM; 2008).

En el caso de la leucemia los acidos nucleicos son extraidos de una muestra de sangre
periférica o de médula dsea y son del paciente y son analizados para buscar las secuencias
especificas de DNA de los genes de fusidn sin importar que exista una limitada cantidad de
leucocitos presentes. Por lo tanto, los métodos moleculares aplicados al diagnéstico de la
leucemia ofrecen una mayor sensibilidad, especificidad y rapidez con requerimientos
minimos de muestra en comparacién con las pruebas convencionales (Tabla 4) (Navarro

etal., 2008).

Tabla 4. Comparacion de la resolucion, tiempo de realizacidn, cantidad de material y
costo de los métodos de diagndstico para la LMA.

Método de Resolucién Tiempo Cantidad de  Costo Referencia
deteccion material
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Morfolégico Las células que 5 dias Gotas de Bajo Lewis et al.,

se observen al sangre 2007
microscopio
Inmunofenotipo Alta (hasta 1x 5 dias 300 uL Alto Leachetal.,
10°) 2013
Citogenético Resolucién 30 dias Requiere al Bajo Heimy
maxima de menos 25 Mitelman,
anomalias metafases 2015

estructurales de

3-5Mpb
FISH Alta con sondas 30 dias Requiere al Alto Heimy
especificas menos 100 Mitelman,
interfases 2015
PCR Alta (hasta —-24hrs Minima, al Bajo Sans-Sabrafen
1x10°) menos una et al., 2006

célula alterada
para amplificar

3.7 Genes de fusion en la LMA y su funcidn individual

3.7.1 BCR-ABL

La translocacion entre el cromosoma 9 y el cromosoma 22 forma el gen de fusidon
BCR-ABL o también llamado cromosoma Philadelphia, el gen BCR presenta distintos
puntos de rompimiento para unirse al gen ABL (Fig. 8). El gen de fusién mayor (M-bcr) se
se encuentra entre los exones b2 y b3 y origina una proteina de 210 kDa, el menor
(m-bcr) se localiza entre el exdn el’ y exdn e2’ y produce una proteina de 190 kDa; vy el
punto de rompimiento inusual micro (u-bcr) que se ubica en el exdn 19 y codifica para

una proteina de 230 kDa (Rodak, 2004).
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Fig. 9. Gen ABL, BCR y la fusion BCR-ABL. Muestra en la parte superior en

color azul al gen ABL y sus puntos de rompimiento, en la parte media en color
verde muestra al gen BCR y sus puntos de rompimiento. En la parte inferior se
muestra la translocacion de ambos genes y las diferentes versiones posibles por
los distintos puntos de rompimiento M-bcr, m-bcr y p—bcr. (Tomado de Sakai
etal., 2016).

La mayoria de los pacientes con diagndstico de LMA expresan el gen BCR-ABL M-bcr, por

el contrario de los pacientes con diagndstico de LLA que expresan mas frecuentemente el

m-bcr. Finalemente, el u—-bcr se asocia LMC (Arana-Trejo et al., 2002).

La funcidén individual de cada gen se explica a continuacién:

El gen ABL es un protoncogen que contiene 12 exones y se localiza en el cromosoma 9, su

funcién normal es proporcionar las instrucciones para la codificacién de la proteina cinasa

ABL1 la cual se inactiva y activa para realizar una funcién normal involucrada en el

crecimiento, proliferacién, maduracién y movimiento celular. El gen también puede

agregar un grupo de fosfato a distintas proteinas para desencadenar la muerte celular
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programada (apoptosis) y, por lo tanto, cuando el gen muta tiene el potencial de hacer

que las células normales se vuelvan malignas (Wang, 2014).

El gen BCR estd constituido por 25 exones, se localiza en el cromosoma 22 y proporciona
los genes que codifican para una proteina cuya funcidén no se entiende completamente.
Los pocos estudios existentes han mostrado que actla como una proteina activadora de
GTPasas las cuales juegan un papel importante en la sefializacion quimica dentro de las
células. Las GTPasas se activan cuando se enlazan a una molécula llamada GTP y se
desactivan cuando estan unidas a otra molécula llamada PIB. La proteina BCR inactiva una
GTPasa conocida como Racl y estimula la reaccion que convierte el GTP en GDP. De
hecho es a través de esta actividad que la proteina BCR ayuda a regular el movimiento y

funcién de las células (Maru, 1991; Diekmann et al., 1991).

La proteina BCR también puede actuar como una cinasa; cambiando la actividad de otras
proteinas al afladir un grupo de atomos de oxigeno y fésforo en posiciones especificas, lo
que afecta la sefalizacion dentro de las células, sin embargo su funcidon no esta

totalmente descrita (Diekmann et al., 1991).

El gen BCR-ABL M-bcr causa la LMA M, debido a que la proteina BCR-ABL1 conserva los
dominios SH3-SH2-SH1 de la enzima tirosina cinasa y como resultado estd siempre
encendida fosforilando continuamente otras proteinas intracelulares efectoras vy
activadoras de vias de sefializacién. Por lo que el crecimiento y la divisién de las células

sanguineas afectadas no se controla y se sobreproducen (Goldman y Melo, 2003).
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3.7.2 AML1-ETO

El gen de fusién AML1-ETO se forma cuando hay una translocacién entre el cromosoma 8
y el cromosoma 21 en la regidon g22 de ambos cromosomas. Se presenta sélo un punto de
rompimiento en el gen AML1 entre el exdn 5y 6, asi como entre el exén 1by 2 en el gen
ETO (Fig. 9) (Kroes y Stevens—Kroef, 2016). La funcién particular de cada gen se explica a

continuacion:

El gen AML1 o RUNX1 es un protooncogen que se ubica en el cromosoma 21; de manera
normal proporciona instrucciones para la codificacién de una proteina llamada RUNX1.
Esta proteina se une a regiones especificas del DNA y con ayuda de otra proteina llamada
CBFB forma un complejo conocido como factor de unién al nucleo CBF, por sus siglas en
inglés que se une al DNA para activar los genes que ayudan a controlar el desarrollo de las

células troncales hematopoyéticas (Llimpe et al., 2013).

El gen represor ETO o RUNX1T1 se ubica en el cromosoma 8, su funcién normal es la de
codificar para la proteina ETO que reprime la actividad de otro gen; esto lo realiza
enlazando a las proteinas que normalmente activan genes y bloquea su actividad.
También interactla con otros represores para mantener los genes desactivados mediante
la unidon con la desacetilasa de las histonas y otros factores transcripcionales, por lo que,
ETO se considera muy importante en la sefializacién para continuar la madurez de las

células madre hematopoyéticas.




El gen de fusion AML1-ETO causa la LMA-M, debido a que el transcrito quimérico codifica
para una proteina de fusion que tiene la capacidad de actuar como un represor de la
transcripcion.  Por un lado contiene los dominios intactos de la proteina ETO que
interactyan con el complejo nuclear correpresor con actividad enzimatica que elimina los
grupos acetilo de los residuos de lisina en las histonas (histona desacetilasa, HDAC) y por
otro lado mantiene el dominio que interactia con los genes especificos de la
hematopoyesis. Como consecuencia, ocasiona la supresion de algunos genes diana
promotores de la hematopoyesis por la reduccién de la movilidad intranuclear de la
proteina de fusién, y un bloqueo de la diferenciacién granulocitica a través de la
suspension de otro gen (CEBPA) involucrado en controlar la expresidn de otros genes en el
proceso de maduracidon de las células hematopoyéticas. En adicién a esto la proteina
formada del gen AML1-ETO produce una alteracion en diferentes mecanismos celulares:
primero afecta la disminucién de la apoptosis y alarga el tiempo de vida de la célula,
después aumenta la proliferaciéon de los progenitores hematopoyéticos a través de la
regulacion de la expresién de la proteina del marco de lectura p 14°% (Llimpe et al., 2013;

Garrote et al., 2014)
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Fig. 10. Translocacion del gen AML1-ETO y los puntos de rompimiento.
El gen AML1 se ilustra en color morado con el punto de rompimiento
entre el 5 y 6, seguido en color rosa el gen ETO con el punto de
rompimiento entre el 1b y el 2 (Modificadoo de Kroes. y Stevens—Kroef,
2016).

3.7.3 PML-RARa

El gen PML-RARa se forma cuando el el fragmento 24.1q del cromosoma 15 se transloca
a la ubicacion 21.2q del cromosoma 17 (Fig. 10). Esta translocaciéon puede presentar
distintos puntos de rompimiento en el gen PML, el primer punto se localiza entre los
exones 3y 4y recibe el nombre de bcr3; el segundo se localiza entre los exones 5y 6, y se
llama bcr2; mientras que el ultimo punto de rompimiento (bcrl) ocurre entre los exones 6
y 7 (Fig. 10). Todos los puntos de rompimiento del gen PML-RARA se asocian
directamente a la LMA M. La funcién individual del gen PML y del gen RARA se explica a

continuacion.




El gen supresor PML o gen de la leucemia promielocitica estd localizado en el cromosoma
15, su funcién normal es la de codificar para una proteina que actla como supresora de

tumores.

La proteina PML se encuentra en el nucleo celular en unas estructuras llamadas cuerpos
nucleares (PML-NBs) en forma de esferas de 0.1-1.0 um de didametro, que poseen un
nucleo interno rodeado de una densa capa de electrones. Estos nucleos se encuentran en
la mayoria de lineas celulares y tejidos cuya funcion es la de regular la replicacion del DNA,
la transcripcion o el silenciamiento epigenético (Stuurman et al., 1990;
Lallemand-Breitenbach y H. de Thé, 2010). PML es el principal organizador de los
PML-NBs y al unirse al modificador relacionado con la ubiquitina (SUMO) bloquean la
proliferacién e inducen la apoptosis (Bernardi y Pandolfi, 2007). Por lo tanto, cuando la
PML estd mutada es incapaz de bloquear la divisién celular descontrolada e inducir la

apoptosis, produciendo LMA (Salomoni y Pandolfi, 2002).

Por su parte, el gen supresor RAR-A de manera normal proporciona instrucciones para un
factor de transcripcion llamado receptor del 4cido retinoico, alfa (RARa). El RARa es un
factor transcripcional que se une a regiones especificas de DNA y atrae a otras proteinas
gue ayudan a bloquear la transcripcidon de genes para evitar la produccién de proteinas.
En condiciones fisioldgicas RARa es un receptor hormonal que en respuesta a la unién del
acido 9-cis retinoico recluta a proteinas represoras como HDAC permitiendo que se active

la transcripcion de genes involucrados en la diferenciacion celular. De esta manera, el gen
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RARa ayuda a controlar la actividad de los genes involucrados en la maduracién de la

UFC-GM para la formacién de promielocitos (Collins, 2002).

Cuando el gen PML se fusiona con el gen RARa se forma una proteina quimérica que
altera la respuesta normal de RARa al acido retinoico, de manera que éste no consigue
liberar los correpresores que bloquean la diferenciacion de las células hematopoyéticas en
la fase de promielocito (Pandolfi, 2001). Por otro lado, el gen PML (esencial para inducir la
apoptosis de manera normal) se ve afectado al estar translocado por lo que la proteina
PML-RARa no sdlo bloquea la diferenciacion mieloide sino que acelera la proliferacion

celular en estado inmaduro (Zelent et al., 2001).
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Fig. 11. Translocacién del gen PML-RARa y los puntos de rompimiento.
Muestra el gen PML vy los tres puntos de rompimiento bcr3, bcr2 y ber3, en
medio se muestra el gen RARa y el punto de rompimiento. En la parte inferior
muestra la representacion de los subtipos moleculares bcrl, bcr2, ber3 de la
t(15;17) (Tomado de Castro—Mujica y Sullcahuaman-Allende, 2013).




3.7.4 CBFB-MYH11

Existen dos tipos de reordenamientos en el cromosoma 16, el mas frecuente es la
inversién del cromosoma 16. Esta inversidn ocurre cuando el segmento del gen MYH11
(localizado a la altura del brazo p13) gira 180° y se coloca en el mismo cromosoma a la
altura del brazo g22, lo que altera el orden original de los genes el segmento (Fig. 11). El
reordenamiento menos comun se produce cuando hay una translocacién entre las dos
copias del cromosoma 16 t(16; 16). En esta translocacion los trozos de DNA de cada copia
del cromosoma se rompen y se intercambian, sin embargo, ambos reordenamientos
genéticos resultan en la fusion de dos genes encontrados en el cromosoma 16, CBFB y

MYH11.

La funcién particular de cada gen se explica a continuacion:

El gen CBFB codifica para formar una proteina llamada factor de unién al nucleo beta (CBF
B), cuya funcién normal es ayudar a que el DNA se una entre si y ademds forma parte del
complejo factor de unién que evita el rompimiento de las proteinas RUNX1, RUNX2 vy
RUNTX3. La funcion del complejo es controlar la actividad de los genes implicados en el
desarrollo de las células sanguineas, regular los genes importantes para el desarrollo de
células 6seas y la formacion del esqueleto, asi como controlar los genes implicados en el

desarrollo de las células nerviosas (Yoshida et al., 2002).

El gen MHY11 codifica para una proteina denominada “cadena pesada de la miosina 11

del musculo liso”. Esta proteina forma parte de un complejo que contiene dos pares de




cadenas ligeras y dos cadenas pesadas (tal como la producida a partir del gen MYH11).
Las cadenas pesadas tienen dos partes: una region de cabeza y una regién de cola. La
region de la cabeza interactla con la actina y con un segmento que se une al ATP para
obtener la energia necesaria para la contraccién muscular. La region de cola larga de la
cadena pesada de miosina interactia con otras proteinas como la troponica C,
tropomiosinas, y las regiones de cola de otras miosinas, lo que permite formar filamentos

gruesos que forman la fibras musculares (Durst et al., 2003).

Los genes CFBF-MYH11 se fusionan cuando el cromosoma 16 sufre una inversién (inv(16),
a pesar de esto; la proteina CBF B aun se une a la proteina RUNX1 para formar el CBF, sin
embargo, el CBF bloquea la unién al DNA y modifica su capacidad para controlar la
actividad génica. Por otra parte, la porcién MYH11 también interactla con otras proteinas
gue impiden que el complejo controle la actividad génica de manera normal; por lo que se
bloquea la sefial génica de la maduracidn de las células sanguineas y hay una produccién
anormal de glébulos blancos inmaduros llamados explosiones mieloides (Shigesada y van

de Sluis, 2004; Gomaya y Mulloy, 2011.)
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Figura 12. Cromosoma 16 y la inv(16). Muestra en la izquierda el cromosoma
16 con el genes MYH11 en la parte superior y el CBFB en la parte inferior, al
lado derecho se presenta la inversién pericéntrica de una seccién del
cromosoma y por lo tanto la fusion de los genes CBFB-MYH11 (Tomado de
Van der Kolk et al., 2000).




IV.  ANTECEDENTES

En el 2003, Salto-Téllez y colaboradores realizaron una validacién de una técnica
comercial de diagndstico molecular para la deteccion de LMA en muestras que
previamente resultaron negativas a la prueba de rutina para la t(9;22) o para la t(15;17).
Este estudio ilustra la utilidad del kit de multiplex RT-PCR para el diagndstico molecular y
la monitorizaciéon de las leucemias y refuerza las funciones complementarias de las
pruebas moleculares y citogenéticas en el diagndstico de leucemias. Esto sugiere que es
fundamental la deteccién de genes de fusidon por medio del diagndstico molecular, como
la que se plantea en el presente estudio, como un estudio complementario al cariotipo

convencional o el FISH para la evaluacién de los pacientes con LMA.

En el 2008, Pakakasama y colaboradores desarrollaron un método de deteccién rapida de
los transcritos de fusidn mas comunes (TEL-AML1, E2A-PBX, MLL-AF4 y BCR-ABL
(m=bcr)) de la LLA y de la LMA (AML-ETO, PML-RARA y CBFB-MYH11) mediante un PCR
multiplex, en 83 muestras de médula ésea de pacientes con diagndstico de leucemia
aguda del Hospital de Medicina Ramathibodi y el Instituto Nacional de Salud Pediatrica de
Bangkok, Tailandia. Al correlacionar el estudio citogenético con el diagndstico molecular
en los pacientes con LMA; se observaron dos casos con la traslocacion t(1;19) y uno con la
t(9;22) en el cariotipo, sin embargo para las muestras de LMA los resultados de
citogenética correspondieron con los del PCR. Los autores concluyeron que el método
simple por RT-PCR multiplex para la deteccion de transcritos de fusidon en pacientes con

leucemia aguda es un método rapido, preciso y eficaz. Aun mas, los primers que utilizaron
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en la deteccién de los trascritos de fusién de LMA y la metodologia de PCR multiplex son la

referencia para realizar nuestro estudio de deteccion molecular.

En el 2016, Guerra—-Castillo y colaboradores evaluaron por PCR multiplex las
traslocaciones y genes mds relevantes en 91 médulas 6seas de pacientes pediatricos
mexicanos con leucemia linfobldstica aguda (LLA). Estos genes-traslocaciones fueron:
TEL-AML1 en la t(12;21), MLL-AF4 en la t(4;11), E2A-PBX1 en la t(1;19) y el BCR-ABL con
punto de rompimiento menor en la t(9;22). Las frecuencias detectadas para cada una de
las translocaciones fueron: TEL-AML1 (7.21%), E2A-PBX1 (5.15%). Las translocaciones
MLL-AF4 y BCR-ABL menor no fueron detectadas en este estudio. Concluyeron los
autores que las frecuencias mostradas en este estudio estdan en concordancia con los
datos mostrados en la literatura. Ademads, esto muestra que es posible el uso de PCR
multiplex para la deteccion de genes de fusidn de traslocaciones en pacientes con

leucemia, tal como se pretense realizar en el presente estudio.

Finalmente, en el 2016, Al Mussaed y colaboradores reportaron el caso de un paciente de
77 aifios con presencia de LMA y LLC. Al paciente se le realizaron los estudios de rutina
iniciando con recuento celular sanguineo donde se observaron dos poblaciones anormales
de células: 60% de linfocitos maduros y 20% de células blasticas inmaduras.
Posteriormente se corrobord el estado de madurez de las células con estudio de
inmunofenotipo en un aspirado de médula ésea y citometria de flujo. También se realizd
un estudio de citogenética convencional cuyo resultado fue de un cariotipo normal (46,

XY). Después se realizd un estudio molecular mediante FISH y PCR usando un panel para




AML-ETO, PML-RARa, CBFB-MH11 y MLL. En ambos estudios el resultado fue negativo
para los rearreglos cromosdémicos en ambas leucemias, lo que usualmente pasa en
20-40% de los pacientes con LLC. Como dultima instancia el paciente recibido un
tratamiento paliativo sin mejora y fallecid a los 10 dias por complicaciones metabdlicas e
infeccion, determinandose que la LMA fue consecuencia de la LLC. De manera que este
caso destaca la importancia de realizar todos los estudios disponibles para el diagndstico
de leucemias, incluidos los de biologia molecular para conocer el tipo de leucemia y

ofrecer un tratamiento que mejore el pronéstico del paciente.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La LMA es un problema de salud pubica debido a que se presentan 2500 casos por cada
cien mil personas. Ademads, es la sexta causa mas frecuente de muerte por cancer en el
sexo masculino y la segunda causa de muerte por cancer en érganos hematopoyéticos en
México. El diagndstico de la LMA se realiza por medio de cariotipo el cual en algunos
casos permite observar las alteraciones cromosdmicas en sangre periférica (blastos) y
médula dsea, con una sensibilidad de deteccion de 1 célula en 1012 células normales.
Adicionalmente, puede tardar hasta un mes en obtenerse un resultado concluyente de
cariotipo, el cual estd sujeto a sesgos involuntarios por el técnico en el momento en que lo
analiza y puede dar lugar a falsos negativos. Sin embargo, existen otras técnicas de
biologia molecular, como la PCR, que posibilitan la identificaciéon de los genes de fusién
involucrados en las translocaciones de los subtipos de LMA con una sensibilidad mayor a
la del cariotipo (10° células) (Sans—Sabrafen et al., 2006). No obstante, ambos estudios se
complementan para obtener un diagndstico mas preciso y répido, lo que permite dar un

mejor servicio a los pacientes.

Por lo tanto, en el presente trabajo se plantea: identificar los reordenamientos
moleculares de los genes de fusién AML1-ETO, BCR—ABL, PML—RARA bcrl, PML-RARA
bcr3, RARA, CBFB—-MYH11 A y CBFB—MYH11 E en pacientes con LMA por PCR punto final y

correlacionar con el estudio citogenético clasico.

4]



https://www.google.com.mx/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22J.+Sans-Sabrafen%22

VI.  JUSTIFICACION

Las técnicas convencionales para el diagndstico de la leucemia presentan una sensibilidad
baja y un el tiempo de entrega que es muy prolongado, lo que no permite ofrecer al
paciente un prondstico puntual y apropiado. Por lo tanto, se requiere de técnicas
moleculares de mayor sensibilidad que detecten los genes de fusién con la finalidad de
determinar el tipo de leucemia con mayor prontitud y exactitud, y en consecuencia, el

paciente recibira un tratamiento a tiempo para que mejore su condicion.
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VIl.  HIPOTESIS

Si el uso de las técnicas moleculares permite detectar los genes de fusién en conjunto con
las técnicas de citogenética clasica y/o molecular, entonces se podrd complementar el

prondstico para la leucemia mieloide aguda.

VIll.  OBJETIVO GENERAL

Identificar los reordenamientos moleculares de los genes de fusion AML1-ETO, BCR—ABL,
PML-RARA bcrl, PML-RARA bcr3, RARA, CBFB-MYH11 A y CBFB—-MYH11 E en pacientes
con LMA por medio de la técnica de PCR de punto final y correlacionar con el estudio

citogenético clasico.

IX. ~ OBJETIVOS PARTICULARES

1) Corroborar el tamaiio de los genes de fusidn a estudiar por medio de PCR in silico.

2) Verificar la técnica de deteccion por PCR mediante los controles positivos.

3) Determinar la presencia o ausencia de los genes especificos para los subtipos de LMA
M,, M3y M4 por medio del producto de los rearreglos moleculares.

4) Correlacionar el resultado de la PCR con el estudio citogenético clasico.
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X. MATERIAL Y METODOS

10.1 Poblacidon de estudio

Se obtuvieron 20 muestras de sangre periférica de pacientes con diagndstico de LMA, que
fueron atendidos en el Servicio de Hematologia del Hospital Juarez de México durante el

afio del 2014 al 2015.

A) Criterios de estudio

Los criterios de seleccién fueron los siguientes:

i. Criterios de inclusion:

1. Diagnostico de LMA
2. Sin tratamiento
3. Género indistinto

4. Aceptar participacion en el estudio

ji. Criterios de no inclusion

1. Diagnostico distinto a la Leucemia Mieloide Aguda

2. Retiro del consentimiento

jii. Criterio de eliminacion

1. Muestra insuficiente
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Diagrama de flujo génerico para todos lo genes de fusion evaluados
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10.2 Consulta bibliografica para la seleccion de primers

Se realizd una consulta bibliografica de distintos articulos donde se realizé el diagndstico
de leucemias mediante la PCR y se seleccionaron las secuencias de primers para el
diagnéstico de LMA sugeridas por Pakakasama vy colaboradores en el 2008.
Posteriormente, se transcribieron en la Tabla 5 y se utilizé la herramienta bioinformatica
BLAST de la NBCI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para verificar que las

secuencias amplifiquen tacitamente al gen especifico.
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Tabla 5. Secuencias de los primers.

Genes de fusion Secuencia 5’ a 3’

BCR ACA GAATTCCGCTGA CCATCA ATAAG
ABL TGT TGACTG GCG TGATGT AGTTGCTTG G
AML CTA CCG CAG CCA TGA AGA ACC

ETO AGA GGA AGG CCCATT GCT GAA

PML CAG TGT ACG CCT TCT CCATCA

RARA GCT TGT AGA TGC GGG GTA GA

CBFB GCA GGCAAG GTATATTTG AAG G

MYH11 TCCTCT TCT CCT CATTCT GCT C

(Tomado de: Pakakasama et al., 2008)

10.3 PCR in silico

Mediante la herramienta de BLAST (Fig. 12) se realizé un PCR in silico para verificar si los
primers amplifican para el gen quimérico especifico que buscamos y determinar qué peso

molecular tendrd el producto de la amplificacién.

Web BLAST> nucleotide Blast> FASTA sequence para alinear la secuencia.
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Fig. 13. Herramienta bioinformatica BLAST para verificar a los primers (Tomado
de: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

10. 4 Preparacion de los primers

Los primers se solicitaron al laboratorio T4 Oligo y una vez recibidos se cuantificaron a 230
y 280 nm mediante el espectrofotémetro. Después, se prepararon y se llevaron a una
concentracién final de 10 pmol para finalmente almacenarce a -20°, hasta su posterior

uso.

10.5. Extraccion de RNA por el método de trizol-cloroformo

i. Las muestras se tomaron de una puncidon venosa y se colocaron en un tubo de tapa

morada con etilendiamino-tetra—acetato (EDTA), con el propdsito de impedir la
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coagulacién sanguinea. Posteriormente, la sangre se homogenizd al realizar de 8 a 10

inversiones.

ii. Se trabajo en una campana de flujo laminar con la intensién de evitar la contaminacidn
de la muestra. Se enumeraron los tubos de 1.5mL con el ndmero de muestra
correspondiente y se procedid a realizar la mezcla de 500uL de la muestra de sangre y
1000uL de buffer de lisis combinandolos por inversién. Enseguida, el tubo de la mezcla se
dejé reposar durante 30 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 13,000 rpm por 10
min. Se quitd el sobrenadante y se vortexed el pellet. Finalmente se realizé otro ciclo de
lavado con buffer de lisis y centrifugacién a 13,000 rpm por 10 min con el objetivo de

eliminar todos los eritrocitos.

iii. Se retird el sobrenadante para concentrar a los glébulos blancos, entonces se
agregaron 800uL de Trizol y se resuspendid el pellet. Posteriormente se votexed y se
adicionaron 200uL de cloroformo, se mezcld por inversion y se incubd por 10 min a 4°C.

Tras este tiempo se centrifugd a 12,000 rpm durante 15 min.

iv. Enseguida se agregaron 300ulL de isopropanol frio en un tubo de 1.5mL nuevo vy al
finalizar la centrifugacién se observaron dos fases: la parte superior en color blanco
conteniendo el RNA y en la parte inferior en color rosa el DNA y las proteinas. Asi, la fase
de color blanco se transfirié a un tubo de 1.5mL nuevo con isopropanol donde se mezcld

por inversién y la parte inferior en color rosa se desechd.
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v. La ultima fase para la extraccion consistié en purificar la muestra de RNA. Por lo tanto,
se procedié a centrifugar durante 15 min a 12,000rpm, se decantd y se lavé el botdn con 1
mL de etanol al 75%. Posteriormente, se volvié a centrifugar a 12,000 rpm por 5 min
seguido de decantado y secado con gasa estéril del pellet obtenido. Finalmente, el RNA se

resuspendid inmediatamente con agua MilliQ en 12-20uL y se guardd a -20°C.

10.6 Cuantificacion

Se utilizé el nanofotometro (IMPLEN) a una longitud de onda de 260/230 nm para obtener
la concentracién del RNA que se extrajo de las muestras de sangre periférica y poder

realizar los calculos para la conversién a cDNA.

10.7 Retrotranscripcion

Mediante el kit One tag RT-PCR (New England BiolLabs) se realizé la conversion de RNA a

cDNA.

En un tubo para PCR se colocé de 1-6uL de RNA (previamente cuantificado) y 2ulL de D (t)
VN y se llevé hasta un volumen total de 8 puL con agua libre de nucleasas, la mezcla se

colocé en el termociclador Nyx Technik en un ciclo durante 5 min a 70°C.

Se prepard una solucion de 10 plL del buffer de reaccién reverso-transcriptasa (M-MulLV

Reaction Mix) y 2 uL de la enzima reverso transcriptasa (M-MulLV) para cada muestra.

Al terminar el primer ciclo, se adicionaron 12 plL de la solucidn reverso transcriptasa a
cada muestra y se continud con un segundo ciclo a una temperatura de 37°C durante 45

min.
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10.9 Cuantificacion de cDNA

Se realizd la cuantificacion de las muestras con la finalidad de determinar cudl es la
cantidad de cDNA presente y advertir las sustancias o sales que puedieran inhibir la PCR.
Posteriormente se realizaron los calculos de la cantidad de material genético requerido

para el PCR del gen enddgeno y el PCR multiplex.

10.10 PCR de gen enddégeno

Se realizd un PCR del gen enddgeno ABL con los siguientes primers y las siguientes

condiciones (Tabla 6):

ABL-R
5 ATGGTACCAGGAGTGTTTCTCC3’
ABL-F

5'GGCCAGTAGCATCTGACTTTG3’

Tabla 6. Condiciones del termociclador para realizar el PCR
del gen endégeno.

1% paso 1 ciclo 95°C 5 min

22 paso 35 ciclos 95°C 30 seg. (desnaturalizacion
65°C 30 seg. (alineamiento)
72°C 1 min (extension)

3% paso 1 ciclo 72°C 5 min.

42 paso 1ciclo 4°C oo

50




10.11 PCR de controles positivos

Se utilizaron controles positivos comerciales (ELItech Molecular Diagnostics Alert PCR)
para comprobar que los iniciadores amplificaran para los genes: PML-RARA de la t(15;17)
abarcando los puntos de rompimiento bcrl y becr3, AML-ETO de la t(8;21), BCR-ABL de la
t(9;22) abarcando los puntos rompimiento mayor (M-bcr) y el punto de rompimiento
menor (m-bcr), y CBFB-MYH11 de la inv(16) abarcando la variante Ay E. Los controles
positivos son muestras de sangre periférica, médula dsea o suspension leucocitica, estan

estandarizados y certificados por CE Mark y por In Vitro Diagnostic Medical Devices.

10.12 PCR multiplex
Una vez amplificados los controles positivos se utilizaron las mismas condiciones para
realizar un PCR multiplex en las 19 muestras de pacientes con diagndstico de LMA en el

termociclador con las descritas en |la Tabla 7.

Tabla 7. Condiciones del termociclador para realizar el PCR

multiplex.
1% paso 1 ciclo 95°C 5 min
22 paso 35 ciclos 95°C 5 min (desnaturalizacién

65°C 30 seg (alineamiento)
72°C 1 min (extension)
3% paso 1 ciclo 72°C 5 min.

42 paso 1ciclo 4°C oo
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10.13 PCR del gen BCR-ABL

Se realiz6 una PCR para detectar el gen de fusién BCR-ABL de manera independiente al
multiplex para evitar conferir un falso positivo; esto producto a un parecido en el tamafio

del gen BCR-ABL (381pb) y el gen PML-RARA (385pb).

10.14 Electroforesis

Se prepard un gel de agarosa al 2% y se tifid con 4l de bromuro de etidio para observar el
producto del PCR de: el gen enddgeno, los controles positivos, multiplex y el gen BCR-ABL
con TAE al 1X y por ultimo se corrié a 90 Volts en la cdmara electrofética y y se observé

mediante flourescencia en la cdmara ultravioleta.

Xl.  RESULTADOS

11.1 Recoleccion de muestras clinicas

Se recolectaron un total de 20 muestras con diagndstico de LMA del Servicio de
Hematologia del Hospital Judrez de México 17/20 (85%) pacientes ingresaron por
diagnostico de novo y 3/20 (15%) ingresaron por recaida después de haber obtenido la

RC.

Sélo 19 muestras tuvieron la cantidad suficiente de material genético para realizar la
extracciéon del RNA vy, posteriormente, la PCR multiplex con el fin de realizar la deteccién

de los genes de fusion.

52




11.2 Resultados clinicos de los pacientes con LMA

El nimero de pacientes del género masculino con diagnéstico de LMA fue del 68%,

mientras que, los pacientes femeninos representaron el 32% (Grafica 1).

Distribucion por género

Masculino
68%

Grafica 1. Muestra el porcentaje de pacientes femeninos versus
masculinos con diagndstico de LMA.

Los pacientes con diagnéstico de LMA tuvieron un rango de 16 a 87 afios, con una edad

media de 40 afios y una moda de 32 afios.

Se utilizé la media para formar dos grupos de edad: los mayores de 40 afios y los menores
de 40 afios; con un resultado de 10 pacientes cada uno. Posteriormente, se formaron

grupos de edad cada 10 afios (Grafica 2; presentando el mayor niumero de pacientes en

Distribucion por grupos de edad
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los grupos de edad 30-40 afos y 50-60 afios.

11.3 Resultados de la consulta bibliografica y el PCR in silico de los primers

Se realizd la consulta con la herramienta bioinformatica BLAST, ubicada en la pagina

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, donde se obtuvo el tamafio del producto de la

amplificaciéon de cada gen de fusiéon (Tabla 8) y se confirmé que amplificaran los genes de

fusién de interés presentes en los distintos subtipos de LMA.

Tabla 8. Tamaiio del producto generado por PCR in silico de los genes de

fusion.
Gen de Secuencia 5’ a3’ Tamafio del
fusion producto en
pares de bases

BCR-ABL ACA GAATTC CGC TGA CCA TCA ATA AG 385

TGT TGA CTG GCG TGATGT AGTTGCTTG G
AML1-ETO CTA CCG CAG CCATGA AGA ACC

AGA GGA AGG CCC ATT GCT GAA 395
PML-RARa CAG TGT ACG CCT TCT CCATCA

GCT TGT AGA TGC GGG GTA GA 381
CBFB-MYH11 GCA GGCAAG GTATATTTG AAG G

TCCTCT TCT CCT CATTCT GCT C 418

54




11.4 Resultados de la cuantificacion de RNA y cDNA

Se extrajo RNA de 19 muestras de sangre periférica, ya que una de ellas no contuvo la

cantidad necesaria y se cuantificé para precisar la cantidad de material genético que se

aplico al realizar la conversién a cDNA. Una vez que se realizd la conversién a cDNA, ésta

se cuantificd y ambos resultados se registraron en la Tabla 9.

Tabla 9. Resultados de la cuantificacion del RNA y el cDNA en las 20 muestras.

Numero de

muestra

O 00 N o Uu o W N =

=
o

11
12
13
14
15
16

Cantidad de RNA
ng/ul
42.7
1794
806
4083
268
350
2880
1416
835
2087
1480
1317
1682
388
173

Sin muestra suficiente

Cantidad de cDNA ng/uL

638
553
624
697
636
633
432
604
646
653
532
624
631
415
478
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17 899 451
18 212 575
19 722 396
20 649 600

11.5 Resultado de la PCR de gen enddgeno

Se realizd la amplificacién del gen ABL obteniendo la presencia del gen en todas las

muestras. En la Figura. 13 se muestra la amplificacion del gen en las muestras 1-10 y en

Control
Muestras (+)

PM E (-) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ABL

Fig. 14. Electroforesis del gen ABL muestras 1-10. Pm: peso molecular, Carril 1: Escalera
de peso molecular (E) en rangos de 100 pares de bases; Carril 2: control negativo; Carriles
3-12: muestras 1-10; Carril 13: control positivo del gen ABL.

56




la Figura. 14 de la muestras 11-20 en el gel de agarosa al 2%.

Control
Muestras (+)
PM E (-) 11 12 13 14 15 17 18 19 20 ABL

Exon 2
800 pb

Exén 1
ABL 317 pb

Fig. 15. Electroforesis del gen ABL muestras 11-20. Pm: peso molecular. Carril 14:
Escalera de peso molecular (E) en rangos de 100 pares de bases; Carril 15: control
negativo; Carriles 16-24: muestras 11-20; Carril 26: control positivo gen ABL.

11.6 PCR de controles positivos

Se realizé una PCR de los controles positivos para corroborar que los primers amplificaron
los genes de fusion de la LMA. Se observé la amplificacidn positiva del gen de fusién
PML-RARA para el punto de rompimiento bcrl de la t(15;17) con peso molecular de
381pb. También se observd la presencia del gen AML1-ETO de la t(8;21) con peso
molecular de 395pb, asi como el gen de fusién CBFB-MYH11 variante A de la inv(16) con

un peso molecular de 418pb (Fig. 15). Por el contrario, no amplificd el control positivo de
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la inv(16) gen de fusion CBFB-MYH11 variante E, ni el control positivo para PML-RARA

con el punto de rompimiento bcr3.

Controles positivos

Fig. 16. Electroforesis de los controles positivos. Pm: peso molecular. Carril 1:
Escalera de peso molecular (E) en rangos de 100 pares de bases; Carril 2: control
negativo; Carril 3: control positivo para la t(15;17) PML-RARA variante bcrl con
peso molecular de 381pb; Carril 4: control positivo para la t(8;21) AML1-ETO con
peso molecular de 395pb; Carril 5: control positivo de la inv(16) gen de fusidn
CBFB-MYH11 variante E; Carril 6: control positivo de la inv(16) gen de fusidn
CBFB-MYH11 variante A con peso molecular de 418pb; Carril 7: control positivo
para la t(15;17) PML-RARA variante bcr3.
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11.7 Resultado de la PCR multiplex
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Se realizé un PCR multiplex para detectar los genes de fusién PML-RARA, AML-ETO

y CBFB-MYH11 en las (19) muestras. Se muestra la ausencia de los tres genes de
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fusién en las muestras 1-10 (Fig. 16), 12, 13, 15-20 (Fig. 17). En la muestra 11y 14

se muestra la presencia del gen PML-RARA con peso molecular de 381 (carril 20 y
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23 de la Fig.17).

Controles positivos

Fig. 17. Electroforesis del multiplex muestras 1-10 (PML-RARA, AML-ETO y
CBFB-MYH11). Pm: peso molecular. Carril 1: Escalera de peso molecular (E) en
rangos de 100 pares de bases de 100 pb; Carril 2: control negativo; Carril 3-12:
muestras 1-10; Carril 13: control positivo para PML-RARA; Carril 14: control
positivo para AML-ETO; Carril 15: control positivo para CBFB-MYH11 variante E;
Carril 16: control positivo para CBFB-MYH11 variante A; Carril 17: control positivo
control para PML-RARA variante bcr3.
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Controles positivos

& v @

x X

I QO L ¥
Muestras & N %/@ &

v /
~ ;\/ ) ~
PM E (-) 11 12 13 14 15 17 18 19 20 Qs < Cé( (38( Q§

PML-RARA  PML-RARA

Fig. 18. Electroforesis del multiplex para muestras 11-20 (PML-RARA,
AML-ETO y CBFB-MYH11). Pm: peso molecular; Carril 18: Escalera de peso
molecular (E) en rangos de 100 pares de bases; Carril 19: control negativo;
Carriles 20-28: muestras 11-20; Carril 30: control positivo para PML-RARA;
Carril 31: control positivo para AML-ETO; Carril 32: control positivo para
CBFB-MYH11 variante E; Carril 33: control positivo para CBFB-MYH11
variante A; Carril 34: control positivo control positivo PML-RARA variante
bcr3.

11.8 Resultado de la PCR del gen BCR-ABL

Se realizo la PCR para el gen BCR-ABL y no se observo su presencia en ninguna muestra

(Fig. 18y Fig. 19).

63




Control
(+)
M r 7
uestras X

PME(—)123456789<§

Fig. 19. Electroforesis para el gen BCR-ABL t(9;21) en las muestras 1-10. Pm:
peso molecular. Carril 1: Escalera de peso molecular (E) en rangos de 100
pares de bases; Carril 2: control negativo; Carriles 3-12: muestras 1-10; Carril
13: control positivo para BCR-ABL.
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Control

Muestras >
Q~

PM E (-) 11 12 13 14 15 17 18 19 20 %Q,

Fig. 20. Electroforesis para el gen BCR-ABL t(9;21) en las muestras 11-20.
Pm: peso molecular. Carril 14: Escalera de peso molecular (E) en rangos de
100 pares de bases; Carril 15: control negativo; Carriles 16-24: muestras
11-20; Carril 25: control positivo del gen BCR-ABL.

11.9 Relacion de los resultados del estudio citomorfolagico y citogenético

Se correlaciond la cuenta de blastos por paciente con rangos del 1% al 93% de blastos
circulantes, la paciente 11 que resultd positiva en la PCR se correlaciona con un alto
conteo de blastos circulantes (92%) como se muestra en la Grafica 3, en contraste con la

paciente 14 que también es positiva al gen PML-RARA y tuvo un conteo bajo (1%).
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Numero de muestra
Grafica 3. Representacion de la cantidad de blastos en pacientes con

diagndstico de LMA.

Se comparo el diagndstico final con el resultado del PCR de los genes de fusion y el

cariotipo (Tabla 10) y se corrobord el diagnéstico inicial de las pacientes 11y 14.

Algunos de los pacientes no tuvieron una diagndstico concluyente y se registré como Sin

Diagndstico (S/D).
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Tabla 10. Comparacion del estudio citogenético, PCR y diagnéstico final.

No. De
muestra

O 00 N O U1 A WIN BB

[N
= O

12

13
14

15
16
17
18
19
20

Estudio citogenético

Cariotipo normal
Cariotipo normal

S/D
Cariotipo normal
Cariotipo normal
Cariotipo normal
Cariotipo normal
Cariotipo normal
Cariotipo normal
Cariotipo normal

46,XX,t(15;17)(q24;921)

Cariotipo normal

Cariotipo normal

46,XX,t(15;17)(g22;911-q12),

t(15;17)(q23;21),
t(11;17)(q13;921),
t(5;17)(8935;121)
S/D
S/D
Cariotipo normal
Cariotipo normal
Cariotipo normal
Cariotipo normal

PCR

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo a
PML-RARA
Negativo a
BCR-ABL
Negativo
Positivo a
PML-RARA

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Diagndstico final

LMA M5
LMA M3
S/D
LMA M,
LMA
LMA M3
LMA M,
LMA M,
LMA M3
LMA M,
LMA M3

LMA M,

LMA M3
LMA M3

S/D
S/D
LMA My
S/D
LMA-M,4
S/D

*(S/D): sin Diagndstico

El diagndstico final se obtuvo mediante la consulta del archivo donde, en algunos casos, el

médico concluyd el tipo de leucemia por medio de los sintomas y los resultados del

conjunto de estudios de diagndstico.
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Finalmente, al comparar el resultado de la PCR con el estudio citogenético se encontré
qgue la muestra 11 y la muestra 14 presentan un cariotipo complejo y ambas coinciden con
la presencia de la t(15;17), confirmando el diagndstico de LMA M3 con la presencia del gen

de fusiéon PML-RARA mediante la PCR.
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Xll.  DISCUSION

Los aspectos mas relevantes de los 20 pacientes con diagndéstico de LMA son el género y la
edad; con relacion al género los resultados aqui reportados coinciden con los datos
epidemioldgicos de GLOBOCAN (2012) donde se explica que la leucemia afecta
principalmente a varones. Una posible explicacion a que la leucemia y en general
cualquier tipo de cancer se presente principalmente en el hombre es la que argumenta
Dunford y colaboradores (2016), quienes describen la existencia de un grupo de genes
llamados EXITS cuya funcién es la de ser supresores de tumores. Estos genes se localizan
en el cromosoma X y dado que las mujeres tienen un par de cromosomas X, aun cuando
este gen mute o se pierda siempre se tendrd la otra copia por lo general sana. Por lo
tanto, es posible que por esta razén las mujeres sean menos propensas a desarrollar este
tipo de neoplasias que los hombres, en quienes una mutacién simple puede inactivar la

Unica copia del gen EXITS.

Otro aspecto importante con relacién al género, son los resultados obtenidos mediante
biologia molecular en nuestro estudio en el que ambas muestras positivas para el gen de
fusion PML-RARA (muestra 11 y 14) se encontraron en el género femenino. No obstante,
el nimero de muestras NO es representativo para determinar que en la poblacién
mexicana la leucemia se detecte principalmente en mujeres o que la mutacién PML-RARA

sea exclusiva del género femenino.
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Con relacion a la longevidad, las muestras tuvieron un rango amplio de edad; entre los 16
y 87 afios, para poder analizar la diferencia se realizé una clasificacion por grupos de edad,
tomando la media como punto de partida. Primero, se divididieron los casos en dos
grupos: i) los mayores de 40 afos fueron 10 pacientes y ii) los menores de 40 afios fueron
otros 10 pacientes. Posteriormente cada grupo se subdividié en dos subgrupos, en los
cuales se observd un mayor nimero de pacientes en el rango de mayores de 50 afios en
comparacion con todos los otros subgrupos. En segundo lugar se observo el subgrupo de
los menores de 30 afios y, finalmente, con una misma proporcidn se observaron el grupo
de los mayores de 70 afos y el grupo de los menores de 20 afios. Como conclusion de los
resultados de los rangos de edad, podemos determinar que a diferencia de los resultados
de GLOBOCAN (2012) las muestras tienen mayor presencia en el grupo de los 40-50 afios,
seguida de los mayores de 50 afios. Sin embargo, como se menciond antes, la cantidad de
muestras para el presente de estudio no es suficiente para sugerir un comportamiento

distinto con relacién a la edad de la poblacién mexicana.

Los hallazgos mas importantes son los resultados obtenidos en las pruebas moleculares.
Inicialmente, la extraccidon del RNA resultd exitosa en todas las muestras con excepcién de
la nimero 16, la cual no tuvo suficiente material genético y, por lo tanto, se descarté su
evaluacién. La razén del nulo contenido genético podria atribuirse al momento en que se
realizd la lisis de los eritrocitos, o a algun otro tipo de error durante el procesamiento de
las muestras como la pérdida involuntaria de leucocitos, ya que el paciente 16 tenia cifras

elevadas de leucocitos.
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Con relacién a la PCR del gen enddgeno, se decidié utilizar el gen ABL 1 (proto—onco gen
llamado no-receptor de la tirosin cinasa o Abelson Murine Leukaem) para comprobar la
correcta extraccion de RNA, debido a que estd involucrado en distintos procesos de
crecimiento, maduracidon y movimiento celular (Wang, 2014). El tamafio de este gen es de
173,795 pares de bases, se encuentra en todas las personas y se expresa durante toda la
vida (Gene Cards, 2016). Por ello, se eligié para comprobar la integridad del DNA; en
nuestros resultados este gen se expresé en dos pesos moleculares: 317 pb en las muestras
2,4,5,6,7,8,12,13,14,15,17 y 18; y de 800pb en las muestras 1,9,10,19 y 20. Sin embargo,
sélo el paciente 3 presentd la amplificacidn del gen en ambos pesos moleculares (Fig. 13).
La explicacién a lo anterior es que, como lo plantea Goldman (2003): “el gen ABL tiene dos
exones y nuestros primers pueden amplificar en ambas secciones, en consecuencia, se

podria observar la presencia del gen en dos pesos moleculares distintos”.

Por otro lado, Paladino y colaboradores (2015) explican que cuando se encuentran dos
amplificados del gen ABL al mismo tiempo, como es el caso del paciente 3, hay un posible
mecanismo leucemogénico porgue se ocasiona una duplicacidon en uno de los exones y
cambia la conformacién alostérica de la proteina, lo cual altera la capacidad de los
dominios regulatorios SH3-SH2 e impide que se autoinhiba la cinasa. En consecuencia, se
tiene una cinasa constitutivamente activa y una proteina ABL de mayor tamano que
incluye la duplicacion de los aminodcidos del exdn 2. Sin embargo, este comportamiento
fue encontrado en un paciente con recaida a diferencia de nuestro caso que es de un

diagndstico de novo con cariotipo normal y PCR negativo para los genes de fusidn
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BCR-ABL, PML-RARA, AML1-ETO y CBFB-MYH11. No obstante, es fundamental un
monitoreo muy puntual del paciente 3, que en caso de recaer podria corroborarse el
mismo comportamiento como en el caso del paciente reportado por Paladino y

colaboradores (2015), y podria asi emplearse como un marcador predictivo.

En el PCR multiplex se detectaron dos muestras positivas para t(15;17)/PML-RARA. Al
correlacionar el resultado con el diagndstico final se confirmd que el subtipo de LMA que
presentan ambas pacientes es el M. Esta translocacion, es la segunda mas frecuente en
la poblacidn mexicana ya que se detecta en el 95% de los pacientes que presentan

LMA-M; (Salamanca-Gomez, 1995; Sierra—Martinez, 2005).

En el PCR que se realizd para detectar la t(9;22)/BCR-ABL, ninguna muestra resulté
positiva, lo que puede deberse a que la translocacién no estaba presente o que el gen de
fusion BCR/ABL tiene un punto de rompimiento distinto al M-bcr, dado que los primers
s6lo amplifican para éste, sesgandose asi el resultado de la muestra por no amplificar
otros puntos de rompimiento. Al comparar la frecuencia de este gen de fusién entre
poblaciones, en México y Guatemala ambos puntos de rompimiento son frecuentes con
un 40% - 60%. Por otro lado, en la poblacidon de Ecuador la frecuencia del punto de
rompimiento mayor es del 5% y del 95% para el punto de rompimiento menor (Morales et
al. 2012). Por lo tanto, consideramos que seria importante implementar un PCR multiplex
gue abarque mas puntos de rompimiento para gen el BCR-ABL, ya que, al ser un gen de

mal prondstico, se disminuiria el riesgo de un falso negativo.
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Al intentar realizar la correlacion de los resultados obtenidos con otros métodos
diagndsticos, nos encontramos con que de algunos pacientes faltaba informacién en el
expediente o que no se les habian realizado estudios complementarios. Sin embargo,
para las muestras positivas a la t(15;17) se encontrd que una de las pacientes tenia el 96%
de blastos circulantes y la otra el 1%. Esta notable diferencia puede deberse a que la
paciente con el 1% de blastos, ya se habia diagnosticado con LMA y habia asistido a
revision por petequias en los pies cuando se le realizaron las pruebas, por lo que,
posiblemente habia recibido tratamiento previamente. En cambio, la otra paciente llegd
al Servicio de Urgencias en Hematologia y no tenia diagndstico previo de LMA. No
obstante, el prondstico de ambas pacientes es intermedio con altas probabilidades de
reaccionar adecuadamente al tratamiento por la edad en la que se presentd la LMA de

acuerdo ala Tabla 1.

Es importante mencionar que al inicio del estudio el 40% de nuestros pacientes no tenia
un diagndstico inicial del subtipo de leucemia; el 25% de los pacientes tenia LMA-Ms, el
15% tenia LMA-M,, el 10% tenia subtipo M,, el 5% tenia LMA-Ms y otro 5% tenia
LMA-M;. Por lo tanto, la identificacién de los genes de fusidon de interés permitid
clasificar a dos pacientes (10%) con t(15;17) positiva y confirmar asi el diagndstico de
LMA-M;. Mientras, las muestras que resultaron negativas en la PCR multiplex no estan
descartadas de patologia hematoldgica y fueron tratadas con un tratamiento distinto a la

Qr.
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Debido a que el diganéstico final que se presenta en la Tabla 10 es de importancia para
iniciar un tratamiento que mejore la calidad de vida del paciente, el médico hematélogo
decide con base a todos los sintomas y al conjuto de estudios realizados qué el subtipo de
Leucemia se presenta en cada caso. En el presente estudio se encontré que el 75% de los
pacientes no presentaron rearreglos cromosdmicos detectables por el cariotipo y por
biologia molecular pero si tienen un diagndstico final de LMA debido a que el médico lo

determiné principalmente por el conteo de blastos o inmunofenotipo.

Estadisticamente se ha demostrado que el 99.5% de los pacientes con LMA tienen
mutaciones en el DNA que causan en primera instancia el cadncer sanguineo. Por lo tanto,
para detectar las mutaciones es necesario realizar una secuenciacion completa del
genoma del paciente (The Cancer Genome Atlas Research Network, 2013). Por otra parte,
existen otras hipétesis donde la leucemia es causada por los rearreglos cromosdmicos
pero son indetectables debido a que la célula dafiada ha tenido mecanismos de

reparacidon en el momento de realizar el diagndstico.
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Xlll. CONCLUSION

Se confirmé mediante la herramienta bioinformdtica BLAST el tamafio de los genes
de fusion reportados y de uso para el presente trabajo.

Se validé la PCR multiplex mediante los controles positivos.

La técnica de PCR multiplex resulté efectiva para determinar la presencia o
ausencia de los genes de fusidn especificos para los subtipos de LMA M,, M3y M.
Existe correlacion del PCR multiplex para el gen de fusién PML-RARA con el

estudio citogenético clasico.
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XIV. PERSPECTIVAS

La técnica de PCR multiplex implementada en el presente estudio permitio clasificar el
subtipo de LMA de algunos pacientes sin diagndstico inicial del subtipo especifico, por lo
gue se recomienda su implementacion como un estudio de rutina complementario a la
citogenética convencional. Ademds, el PCR multiplex presenta ventajas en el tiempo de
entrega y es una prueba con mayor sensibilidad, lo que confiere beneficios al paciente
porque puede recibir un tratamiento individualizado y expedito para cada subtipo de

LMA.

También, se considera importante revisar el comportamiento de las proteinas del gen ABL
para determinar la razén exacta de la amplificacion de ambos exones al mismo tiempo y

corroborar si este hallazgo puede ser un marcador prondstico de recaida.

Finalmente, se propone implementar la PCR multiplex a los puntos de rompimiento
M-bcr, m-bcr y p—bcr para el gen BCR-ABL oara disminuir o descartar falsos negativos.

Esto permitiria y otorgar un diagndstico y prondstico certero.
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