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RESUMEN

Los adultos con Leucemia Linfoblastica Aguda presentan aproximadamente en el
25 % la t(9;22) (g34;911) conocido como cromosoma Ph+, este rearreglo influye
en la supervivencia del paciente, la cual es corta y presenta un mal pronodstico. El
gen de retinoblastoma RB1 localizado en el cromosoma 13q14 es un gen supresor
de tumor el cual se encuentra alterado en las LLC no siendo clara su alteracion en
las LLA. Objetivo: Buscar alteraciones del gen RB1 en nlcleos interfasicos de
pacientes adultos con LLA Ph+ para relacionar los hallazgos con la supervivencia.
Material y Métodos: Analizar nucleos interfasicos de 18 pacientes con diagnostico
comprobado de LLA sin tratamiento cuyo valor de Ph va de 8.1 a 97 % mediante la
técnica de hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) usando la sonda RB1 LS|
espectro naranja, Vysis (TM ) Resultados: De los 18 pacientes analizados, 17
presentan pérdida del gen RB1, con valores de 4.68 — 70.39 %. Conclusiones:
Encontramos alteraciones en el gen RB1 en casi todos los pacientes,
independientemente del porcentaje de Ph. No observamos relacion entre Ph, RB1
y la supervivencia del paciente. Es importante mencionar que la supervivencia de
los pacientes de nuestro estudio es menor a ia reportada en la literatura. Se
necesita estudiar a otros genes involucrados en la leucemogenesis, asi como a
una poblacion mas grande para observar la relacion entre los eventos genéticos
involucrados y la supervivencia en los pacientes con LLA Ph+
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1. INTRODUCCION
1.1 CICLO CELULAR

Por ciclo celular conocemos a la secuencia de eventos que ocurren:entre:divisiones
mitoticas en una célula eucaridtica. La semejanza de eventos para la duplicacion celular
en diversos organismos sugiere que el ciclo celular es gobernado:por;un .programa
genético, el cual se ha conservado a lo largo de la evolucion (Elledge,1996; Sherr,
1996) '

El descubrimiento de mutaciones que interrumpen el ciclo celular y estudios
subsecuentes sobre los efectos de estas mutaciones, fueron designadas como cdc
mutations (cell division cycle mutations) (William K 2000). Se establecido que durante el
ciclo celular existen como minimo tres puntos de restriccion donde la célula es
monitoreada antes de proceder al siguiente estado del ciclo (Elledge, 1996). La Figura 1
identifica la localizacion de los tres puntos de restriccion dentro del ciclo celular.

El primero es llamado G1/S el cual monitorea el tamafio que la célula alcanza despues
de una mitosis y si el DNA tiene algun dafio. Si ambas condiciones son inicialmente
normales, entonces se avanza en el ciclo y la célula procede a la fase S. El segundo
punto de restriccion es el G2/M donde las condiciones fisiologicas de la célula son
monitoreadas antes de entrar a la mitosis. Si la replicacion del DNA o reparacion de
algun dafio a éste no son completados, el ciclo celular es arrestado hasta que estos
procesos sean terminados. El punto final de restriccion ocurre durante la mitosis y es
llamado M en el cual se monitorea la formacién del sistema de fibras del huso y la
adhesion de éstas a los cinetocoros asociados con los centromeros. Si las fibras del
huso no se forman propiamente o la adhesion es inadecuada, la mitosis se arresta
(Elledge, 1996; Willliam K 2000).

Todo el proceso es controlado a través de dos clases de proteinas; una es un grupo de
enzimas llamadas proteinas cinasas que fosforilan selectivamente proteinas blanco. El
segundo grupo comprende proteinas llamadas ciclinas, las cuales estan involucradas
en controlar la progresidon completa del ciclo celular. La interaccién entre cinasas y
ciclinas produce una molécula reguladora que controla la actividad de la célula durante
el ciclo.
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Fig. 1 Ciclo celular y sus puntos de restriccion




El inicio de la mitosis en algunas células eucarioticas es controlado por la cinasa CDKA1
llamada asi por sus siglas en ingles (cyclin-dependent kinase) (William K, 2000).

Varios eventos marcan la entrada de G2 a mitosis, incluyendo la condensacion de la
cromatina ‘para formar los cromosomas, rompimiento de la membrana- nuclear y
reorganizacion del citoesqueleto. Los eventos principales en esta- tranSicién “son’
regulados por la formacion de un complejo activo llamado CDK1/ ciclina B Cuando se
enlaza a la ciclina B, el componente CDK1 cataliza la fosforilacion, causando ruptura de
la membrana nuclear y rearreglos del citoesqueleto. También fosforila la histona H1, la
cual juega un papel importante en la condensacion de la cromatina (Figura-2). La
funcidn de ciclina B en este complejo no es muy claro, pero parece controlar la
localizacion celular o la especificidad de la molécula blanco.

Mientras las acciones de las ciclinas B y CDK1 son las responsables para pasar a la
fase M parece que otras ciclinas, incluyendo D y E pueden promover las células de G1
a S. Diversos experimentos indican que la cinasa CDK1 esta activa durante la
fosforilaciéon en G1, pero que en vez de combinarse con la ciclina B ( la cual no esta
presente), CDK1 se combina con las ciclinas G1, dirigiendo la fosforilacion de los
sustratos especificos de las proteinas ( William K, 2000).



El complejo ciclina B/CDK1 resuita en:
« Ruptura de la membrana nuclear
« Reorganizacion del citoesqueleto
« Condensacion de los
cromosomas

Fig. 2 Resultados del complejo ciclina B/CDK1



1.2 CICLO CELULAR Y ONCOGENESIS

Los avances en el entendimiento de la regulacidn del ciclo celular han provisto de
nuevos conocimientos acerca del papel que tiene en la oncogénesis humana (Moran,
1995; Sep, 1994.) Es conocido que la desregulaciéon de la maquinaria genética que se
encarga del funcionamiento del ciclo celular puede contribuir al desarrollo de neoplasias
(Hunter, 1994; Hartwell, 1994; Kamb, 1995; Hangaishi, 1996).

Se conocen tres tipos de genes implicados en el desarrollo de las neoplasias, los cuales
son: Oncogenes, genes supresores de tumor y genes encargados de mantener la
estabilidad e integridad del genoma.

Los genes que presumiblemente son importantes en la patogénesis de enfermedades
malignas actuan mediante dos mecanismos. El primero involucra alteraciones
estructurales de proto-oncogenes para generar oncogenes que actian dominantemente
para inducir el fenotipo tumoral. El segundo involucra pérdida o inactivacion de uno o
mas genes de la clase de los supresores tumorales o "anti-oncogenes”. Los genes
encargados de mantener la estabilidad e integridad del genoma adquieren mutaciones
que pueden afectar a todos los genes, incluso los oncogenes y los genes supresores de
tumor lo que predispone a una neoplasia ( Ahuja, 1991).

1.3 GEN RB1

E! gen de retinoblastoma (RB1), pertenece a la clase de genes supresores de tumor y
se encuentra localizado en el cromosoma 13 q14 Ver figura 3 (Stilgenbauer, 1993;
Ginsberg, 1991)
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Fig. 3 Localizacion del gen RB1 en el cromosoma 13



El tumor de retinoblastoma es causado por mutacion del gen RB1 en las celulas de la
retina del ojo. Ocurre en una frecuencia de 1 en 15,000-20; 000 ‘aparece' mas . a
menudo entre la edad de 1 a 3 afios ( William S Kliug 2000).:En Mexnco la. mayor,
incidencia fue reportada en 1991, 6.23 x 10 ¢ aproxnmadamente
( Rodriguez M, 2002).
Se presenta en forma esporadica y hereditaria. Entre los tumo‘
alteraciéon del gen RB1, 70 % son del tipo no heredado y la enfermedad: es,unllateral
Aproximadamente 30 % de los pacientes tienen retinoblastoma en forma: heredada y. se
manifiesta de manera lateral o unilateral. La pérdida de las copias funcnonales de RB1
pueden ocurrir en dos distintos puntos del ciclo de vida humana.

Segun la teoria de Knudson (1979) En la concepcién, un gameto podria contrnbunr aun
gen RB1 defectuoso al formar el cigoto; la célula resultante es constitucionalmente
hemicigota para la funcion de RB1.

El subsecuente desarrollo es esencialmente normal desde que el alelo intacto de RB1
esta presente en todas las células somaticas y asi origina un desarrollo normal.

Sin embargo, en algunas células del feto un raro accidente somatico mutacional puede
ocurrir y priva a la célula del remanente alelo RB1 normal. Dando una célula RB1
nulicigota afectando el desarrolllo de la retina, resultando el retinoblastoma.

Un mecanismo alternativo para generar el RB1 nulicigoto depende exclusivamente de
eventos somaticos mutacionales. Los nifios afectados con retinoblastoma esporadico
son genéticamente normales en la concepcion. En estos individuos, dos raras
alteraciones genéticas ocurren dentro de la misma célula precursora retinal poniendo
fuera las dos copias del gen RB1 (Weinberg, 1989).

1.3.1 GEN RB1 Y EL CICLO CELULAR

El producto del gen RB1 ha sido identificado como una fosfoproteina nuclear ( p110), la
cual es un sustrato para el complejo cdk-ciclina D y ejerce su efecto durante la fase G1
del ciclo celular que precede al punto de restriccion (Chen,1990;Cheng, 1990). Estudios
experimentales de la sintesis y modificaciones de la proteina RB1 durante la
proliferacion celular han indicado un papel importante de esta proteina en estadios
especificos del ciclo celular (Mihara, 1989).

En células quiescentes o durante la primera parte de G1, RB1 se enlaza al factor de
trascripcion ExF. Esto tiene dos efectos; primero, algunos genes cuyos productos son
esenciales para la fase S dependen de la actividad de ExF, asi por secuestro de ExF,
RB1 asegura que la fase S no pueda iniciar. Segundo, el complejo EzF-Rb reprime la
trascripcién de otros genes.

Antes de cerrar el punto de restriccion, RB1 es fosforilado por cdk4, 6-ciclina D cinasa.
La fosforilacion causa que RB1 libere a ExF el cual activa la trascripcion de los genes
cuya funcién es requerida para la fase S. La importancia de ExF se ha demostrado ya
gue su expresion en células quiescentes es capaz de sintetizar el DNA.

La proteina RB1 no fosforilada forma un complejo con las cdk-ciclinas. El complejo con
cdk4, 6-ciclina D 1, 2, 3 es el mas notorio, pero RB1 es también un sustrato para la
cdk2-ciclina E. Hay una especial relacion entre RB1 y la ciclina D1. La sobreexpresion



de D1 causa que las células entren a la fase S en un estadio mas temprano. La
inhibicion de la expresion de D1 arresta las células antes de |la fase S.

El papel de la ciclina D1 podria ser inactivar a RB1 y permitir la entrada de la fase S.
Hay varios factores de trascripcion relacionados en la familia ExF. RB1 se enlaza a tres
de estos factores. Dos proteinas mas, p107 y p130, las cuales estan relacionadas con
RB1, conduciéndose en una via similar y enlazando los otros miembros del grupo E2F.
Asi a la vez RB1 y p107 pueden controlar la actividad de los factores del grupo ExF.
RB1 es un blanco para vias que inhiben el crecimiento, y podria ser el medio para
inhibir las sefnales de crecimiento que mantiene las células en G1 o GO. Varias de estas
sefiales incluyendo el factor transformador del crecimiento TGF(3 actian a través de
inhibidores de cdk-ciclinas cinasas. Los inhibidores son llamados ckis ( Lewin, 1997).
Estos se encuentran en forma de proteinas enlazadas a dimeros cdk-ciclinas en
complejos inactivos, por ejemplo en células quiescentes. Para mantener el complejo
cdk-ciclina en forma inactiva, éstos impiden la fosforilacion de RB1 haciendo imposible
liberar las células para entrar a la fase S. Han sido caracterizadas tres proteinas,
llamadas por su peso molecular como (ink 4) p15/p16, (cip1/WAF1) p21 y (kip1) p27
[Los nombres comunes estan en el paréentesis] (Fig. 4).
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Fig. 4 Papel del gen RB1 en uno de los puntos de restriccion del ciclo celular




Las proteinas p15/p16 son codificadas por dos genes adyacentes y estrechamente
relacionados, p16 se enlaza especificamente a cdk4 y cdk6. Esto sugiere una conexion
con la transicion GO/G1, p16 no puede inhibir la proliferacion de las células que carecen
de RB1, lo cual sugiere que funciona previniendo la actividad de cdk-ciclina cinasa
usando RB1 como un sustrato. Por enlace a las subunidades cdk, p16 inhibe la unién
de la cdk4-ciclina D y el complejo cdk6-ciclina D, podria tambien inhibir su-actividad
cinasa.

P21 es un inhibidor cdk universal que se enlaza a todos los complejos de cdk2, 4,6.
Esto sugiere que es probable bloquear la progresion a través de todos los estados de
G1/S (Lewin, 1997).

1.4 REGULACION DE HEMATOPOYESIS

Una vez entendido el ciclo celular y sus mas importantes componentes es necesario dar
a conocer el proceso de la hematopoyesis para poder entender la leucemogénesis.

La supervivencia, proliferacion, diferenciacion y autorrenovacion son cuatro procesos
celulares que definen a las células progenitoras hematopoyéticas (CPH).

La supervivencia y la proliferacion de las CPH estan controladas por multiples factores
de crecimiento o citocinas con funciones que actuan individualmente o en combinacion
para regular la hematopoyesis (Leary y cols.1992)

Recientes estudios apoyan que tanto la interleucina 3 (iL-3) asi como el factor
estimulante de colonias granulocitos/macréofagos (GM-CSF) son requeridos para
sostener la viabilidad de las CPH. Estas células también pueden ser reclutadas dentro
de ciclos activos en respuesta a estas mismas citocinas o un segundo estimulo tal
como el ligando c-kit (CKL), IL-6 o factores estimulantes de colonias de granulocitos
(G-CSF) (lkebuchi K y cols. ,1988; Ogawa M. y cols. 1991; Bodine DM y cols. , 1992.).
Las ceélulas progenitoras estan controladas por citocinas linaje-especificas tales como
eritropoyetina, factor estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF), G-CSF e IL-5.
Sin embargo IL-3 y el GM-CSF son los requeridos para la supervivencia de progenitores
celulares tempranos latentes (Gibson FM y cols. ,1992), IL-3 aparentemente estimula
células en un estadio mas temprano de diferenciacion que GM-CSF (Leary GA. y cols.
,1987)

1.5 LEUCEMIAS

En 1995, la Asociacion Europea de Hematopatélogos ( EAHP) y la Sociedad de
Hematopatologia (SH) desarrollaron para la organizacidn mundial de la salud (WHO),
la Clasificacion de Enfermedades Hematologicas, la cual es una combinacidn de
morfologia, inmunofenotipo, caracteristicas genéticas y sindromes clinicos.

La clasificacion incluye neoplasias de células tronco, histiociticas, leucemias mieloides
y linfoides (Harris N.L. y cols.), 1999).

Las leucemias se definen como enfermedades monoclonales que se originan de células
individuales precursoras hematopoyéticas. Asi como otros tipos de cancer, las
leucemias también presentan progresion en su historia natural de ceélulas que poseen
un fenotipo que muestra un remanente de diferenciacion normal con la pérdida
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progresiva de la habilidad de maduracion y el desarrollo de un fenotipo maligno
agresivamente indiferenciado (Fucar y cols, 1979). Una caracteristica comun de las
neoplasias malignas, incluyendo las leucemias es la regulacion alterada del crecimiento
celular. Cabe resaltar que las CPH poseen algunas caracteristicas favorables para las
células malignas, entre ellas esta la habilidad de proliferar, sobrevivir al transito
intravascular y trasmigrar dentro de los tejidos, ademas de la capacidad de crecer en
medios semisolidos (lrons, 1996).

Fouls L. en 1954, fue el primero en proponer una progresion de multiples pasos en el
cual una célula debe pasar a través de un numero determinado de estadios intermedios
distintos antes del desarrollo franco de la malignidad. Desde entonces, observaciones
independientes apoyan la conclusion de que en general, una neoplasia es un proceso
evolutivo en el cual estan involucradas alteraciones genéticas independientes en proto-
oncogenes y genes supresores de tumor junto con factores epigenéticos y ambientales
que contribuyen al desarrollo del fenotipo maligno (Land H. y cols. ,1983; William CL,
1990; Irons y cols, 19986).

1.5.1 LEUCEMIAS LINFOBLASTICAS AGUDAS

Las leucemias linfoblasticas agudas (LLA) son proliferaciones malignas de ceélulas
hematopoyéticas inmaduras de tipo blastico y aspecto linfoide, las cuales se
acompafan de una disminucion en la produccién de los elementos hematopoyéticos
normales.

El diagnostico se basa en |la observacion de blastos linfoides en la medula osea que
iguale o supere el 20 % de la totalidad celular. La blastosis medular suele oscilar entre
el 50 y el 100 % y su aspecto varia segun el tipo morfologico.

El promedio de la incidencia de leucemia aguda en la poblacion general es de 1 a 3
casos por cada 100,000 habitantes/afo y se observa un ligero predominio masculino.
La LLA en el adulto constituye, aproximadamente, el 15 — 20 % del total de las
leucemias agudas. En nifios existe una maxima incidencia entre los 2 y los 5 anos de
edad ( McKenzie, 2000; Sans-sabrafen, 2001)

Caracteristicamente las LLA expresan proteinas de superficie que caracterizan un
fenotipo inmunoldgico, la mayoria son de linea "B ~ ( 85 %), seguida™ T " ( 10 %) y el
resto nulas o no © T “ no © B ~ El fendmeno denominado “ promiscuidad” o
“heterogeneidad” de linaje hace posible también encontrar leucemia aguda de linaje
mixto, con componentes tanto linfoides como mieloides ( Hoelzer, 1994).

En cuanto a los aspectos citogenéticos se han identificado alteraciones tanto numeéricas
como estructurales que se relacionan con la fisiopatologia de la enfermedad, ademas
de correlacionarse con el pronostico de la misma a) hiperdiploidia con 51-65
cromosomas esta correlacionado con buen prondstico y es visto solo en el 7 % de los
casos b) hiperdiploidia entre 47-50 cromosomas esta presente en pacientes que tienen
un pronostico moderado; c) hipodiploidia y cerca del haploide tienen un prondstico
adverso, d) pseudodiploidia definido como 46 cromosomas con anormalidades
numeéricas y estructurales presentes en el 69 % de los casos y e) tetraploidias, las
cuales tienen un mal pronodstico ( Pui 1980;1998; Vera,2001). Las alteraciones
estructurales se describen en la tabla 1
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TABLA 1. ALTERACIONES CROMOSOMICAS ESTRUCTURALES

CLASIFICACION % TRANSLOCACION GENES AFECTADOS
Pro-B-ALL 5 t(1319)(q23;p13) PBX1 E2A
t(17;19)(q22;p13) HLF E2A
Pre-B-ALL/cALL 5 1(5;14)(q31:q32) 1L3 IGH
5 1(4:11)(q21:q23) ? HRX
1(11;19)(g23:p13) HRX ENL
1(9:11)(q21;q23) - HRX
3 del(9)¥(pl13-p24) ? ?
2.7 del(6)(q13-14;921-27) ? ?
i0 +21 ? ?
t(12;13)(pl13;14) ? ?
LLA Adulto 25 1(9:22)(q34:;ql11) ABL BCR
LLA Nifios 5 t(9;22)(q34:ql11) ABL BCR
Linfoma Burkitt 90 t1(8:14)(gq24:9q32) Myc IGH
11 1(8;22)(q24:q1 1) Myc IGLA
8 t(2:8)(p12;:q24) Myc 1IGLx
T-ALL 10 1(1;14)(p32:q11) Tal-1 TCRD
t(1;7)(p32:934) Tcl-5/Scl
1(7;9)(q34:932) _ TCRB Tal-2
t(1:;7)(p34;934) LCK TCRB
t(7:9)%(p34:q934) TCRB TAN-1/tcl3
t(7;10)(q34:924) TCRB HOX 11
t(10;14)(q24:gql1) HOXI11 TCRD
t(11:14)(p15;qll) RBTN1 TCRD
1(7:19)(q34;p13) RBTN2 TCRD
t(7;19)(q34;p13) TCRB LYL-1
t1(8;14)(g24:ql11) MYC TCRA
Inv(14)(ql11;q32) NA
1(14;14)(q32:;932) NA NA
1(7;14)(g35:932) NA NA

NA: No valorable “ -

Modificada de Baill}icxb'ef's‘ Clinical Haematology 1994 Vol.7 Numero 2



1.5.2 LEUCEMIAS LINFOBLASTICAS AGUDAS CROMOSOMA FILADELFIA
POSITIVO

En el 4 % de los casos con leucemia linfoblastica aguda infantil y 25% de leucemia
linfoblastica aguda en adultos ocurre una translocacion entre los cromosomas 9 y 22,
cuyo resultado es el acortamiento del brazo q del cromosoma 22 conocido como
cromosoma Filadelfia (Ph+), cuyo equivalente molecular es el gen de fusion BCR/ABL,
siendo los puntos de ruptura (99q34;22qg11.2).

Dependiendo del sitio de rompimiento del gen BCR, el producto de fusién varia en su
tamarfio de 185 a 230 Kd, la porcion de ABL es la misma, pero difiere en el largo de la
secuencia de BCR retenida.

Al momento se han descrito 3 sitios de rompimiento en BCR:

-  Mayor ( M o principal): Se observa en la leucemia Mielocitica Crénica en fase
cronica y en un tercio de l|as leucemias Linfoblasticas Agudas Ph+. EIl
rompimiento sucede entre los exones 12-16 (b1-b5), por lo que el exdn b2 o b3
se fusiona con el a2 de ABL formando la fusidn b2a2 o b3a2. La proteina
resultante es de 210 Kd ( p210).

- Menor ( m ): Sucede en el restante 75 % LLA Ph+ y rara vez en la LMC. La
ruptura se da entre los exones e2’y e2. Se unen e1 a2 que codifica una proteina
de 185 6 190 Kd ( p190).

- Micro ( ¥ ): Sucede hacia el exén 19 y codifica para una proteina de 230 Kd
( p230), se vincula a la rara variedad de Leucemia Neutrofilica Crénica Ph+.

Diversos sustratos de BCR-ABL intervienen en eventos de transformacion, crecimiento
o muerte programada.
Los mecanismos propuestos para la transformacion hacia un fenotipo leucémico son:
- Ailteracion de la adhesion del estroma: Causa pérdida de la regulacion negativa
de la proliferacion celular
- Activacion de la sefial mitogénica: por vias como la cinasa MAP, Ras y a través
de esta, MYC, asi como Jak, Stat y P13. También la activacion directa mediante
factores de crecimiento.
- Inhibiciéon de apoptosis: Criticamente dependiente de la actividad de la tirosin
cinasa y con la actividad de Ras. ( Cervera E, 2002).

El prondstico de las formas Ph+ tanto infantiles como en adultos es pobre, no soélo por
el porcentaje que alcanza de remision completa, (que puede ser similar a los casos Ph-
si se utilizan esquemas intensivos), sino por su corta duracion (7—10 meses) (Sans-
Sabrafen, 2001).

1.6 IMPORTANCIA DE RB1 EN LAS LLA

En cuanto a la importancia de RB1 existen estudios controversiales acerca del pape!
que juega en la génesis o mantenimiento de las LLA. Por ejemplo, se han descrito
alteraciones en la expresion de la proteina RB1, las cuales han sido demostradas en
lineas celulares de leucemias (algunos casos de leucemia linfoblastica aguda de células
T, asi como en casos de leucemia mieloblastica aguda) (Cheng, 1990; Ginsberg, 1991;
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Furukawa, 1991) implicando que pueden ocurrir anormalidades en el gen RB1 en
algunas leucemias.

Por otro lado, la pérdida del gen RB1 se reporta en un pequefio porcentaje de pacientes
con leucemias mediante la técnica de Southern Blot; en este estudio reportado por
Chen Yao Chang en 1980, soélo 2 de 130 leucemias humanas tienen pérdida del gen
RB1. En otro grupo de 20 pacientes con LLA analizados mediante la técnica de
Southern-Blott y bandas Q, Yiu y cols. (1994) encontraron cambios estructurales del
gen RB1 solamente en un paciente, cuando se hibridé a la sonda pR 3.8 con
fragmentos que miden 10.0, 6.2 y 2.1 kb, los cuales se encontraron completamente
perdidos en células leucémicas, sugiriendo una pérdida grande de la parte 3" del gen
RB1 en'ambos alelos. Por otra parte se demostro que la region 5° del gen RB1 estaba
intacta.

En 1990 Cheng y cols. indican que la mayoria de los tumores con defecto del gen RB1
no manifiestan pérdidas grandes del gen o rearreglos del locus RB1 cuando se utiliza
Southern Blot, ya que solo observan que 1 de 16 lineas celulares de leucemia humana
tiene perdido el gen RB1.

En contraste con los estudios anteriores, Ahuja y cols en 1991 reportaron que
alteraciones del gen RB1 eran comunes en el 15% de los casos de leucemias
linfoblasticas agudas mediante la técnica de Southern Blot.

Las caracteristicas biologicas de la enfermedad continuan siendo determinantes para la
respuesta al tratamiento. E! uso de métodos moleculares permite detectar rearreglos
genéticos (como por ejemplo BCR-ABL) presente aproximadamente en un 30 % de
pacientes con leucemia linfoblastica aguda con una t(9;22) este rearreglo influye en la
supervivencia del paciente, observandose claramente inferior a otros que no tienen la
mutacion genética.

En la leucemogénesis pueden haber alteraciones en otros genes como RB1 y esto
podria ser en parte responsable del pobre prondstico de los pacientes.

1.7 HIBRIDACION IN SITU CON FLUORESCENCIA

Debido a que estudios anteriores en la busqueda de alteraciones en el gen RB1 son
contradictorios, se decidid buscar el estado de este gen en una poblacion mexicana,
mediante la técnica hibridacion in situ con fluorescencia (FISH).

La hibridacion in situ es una técnica que permite la visualizacion de secuencias
definidas de acidos nucleicos a nivel celular y subcelular. Esta técnica es parte de la
nueva tecnologia aplicada al diagnostico genético ofreciendo una serie de ventajas
notables como son rapidez (unoc a tres dias), sensibilidad (10™) y especificidad
(Faderl,1999). Ademas de tener un importante impacto dentro de la hemato-oncologia
para el prondstico y diagnéstico de las neoplasias.

El fundamento de FISH estad basado en la propiedad del ADN desnaturalizado en
cadena uUnica (Sonda) para unirse con su ADN complementario (Blanco) sobre
preparaciones citologicas, tales como cromosomas en metafase o nucleos en interfase,
después de la hibridacidn se detecta la sonda fluorescente mediante un microscopio de
fluorescencia. Se pueden marcar secuencias especificas como genes, regiones
centromeéricas, teloméricas o cromosomas con diferentes fluorocromos. ( Swiger y cols.
1996). El uso de FISH es capaz de mostrar pérdidas de RB1 en un gran nimero de
casos (Ginsberg, 1991). FISH puede detectar alteraciones desde 100 hasta 400 pares
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de bases (pb), no requiere células en cuitivo, para el caso de RB1, la sonda utilizada es
de 220 kb y marca todo el gen RB1 el cual tiene 180 kb ( Vysis). S
Las aplicaciones del FISH incluyen enumeracion de cromosomas especificos en células
en interfase, identificacidon y verificacion de translocasiones en los cromosomas,.
identificacion de cromosomas marcadores en metafases, mapeo de genes en-la
investigacion del genoma, e identificacion de cambios cromosomicos“ debido~a“
mutagénesis quimica (Vysis) .

2. JUSTIFICACION

En la LLA los adultos responden menos a la quimioterapia inicial que los nifos,
presentan mayores tasas de recaida, lo que sugiere que desarrollan resistencia
temprana al tratamiento. Estas observaciones apuntan a que diferentes eventos
etiologicos contribuyen a la patogénesis y probablemente a la progresién de la
enfermedad en nifios y adultos con LLA, eventos que parecen ser diferentes en la
leucemogénesis de la infancia. Aunque se han descrito diferencias entre las
caracteristicas morfolégicas e inmunoldgicas y mas importantemente en los marcadores
moleculares, no parece existir un soélo hallazgo entre las variables que existen a este
respecto. Para los pacientes adultos, la edad, la cuenta de los leucocitos y la
citogenética son factores para establecer el pronodstico, sin embargo, existe la
necesidad de encontrar o identificar otros factores que puedan ayudar a la evaluacion
del pronéstico y posible manejo en este dificil y complejo grupo de pacientes.

Existen marcadores moleculares tales como el gen RB1, p53, p16 y p15, los cuales se
encuentran alterados en otro tipo de neoplasias. Estas observaciones nos llevaron a
investigar el estado del gen RB1 en pacientes adultos con LLA Ph positivo y Ph
negativo para determinar como el comportamiento de este gen podria influir en la
patogénesis y probable progresién de esta forma de leucemia.

Se empled la técnica de FISH ya que es relativamente rapida (2 a 3 dias) y en el
laboratorio se cuenta con toda la infraestructura para realizarla.

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL

Conocer el estado del gen RB1 en muestras de pacientes adultos con LLA Ph positivo
y Ph negativo

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- ldentificar pérdida del gen RB1 en nucleos interfasicos usando la técnica de
FISH.

- Determinar si el tiempo de supervivencia del paciente se ve afectado entre los
pacientes con Ph—y Ph+

- Determinar la supervivencia global de estos grupos

- Conocer la relacion entre la expresion inmunofenotipica y el estado de los genes
RB1 y Ph.

- Relacionar el estado del gen RB1 contra la supervivencia encontrada.
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4. HIPOTESIS
4.1 HIPOTESIS NULA

Ho: La expresidn alterada del gen RB1 no influye en el prondstico de pacientes adultos
con LLA, independientemente del estado del cromosoma Ph positivo o negativo ni de la
expresion del inmunofenotipo.

4.2 HIPOTESIS ALTERNA

Ha: La expresion alterada del gen RB1 influye en el prondstico de pacientes adultos
con LLA, independientemente del estado del cromosoma Ph positivo o negativo ni de la
expresion del inmunofenotipo.

5. MATERIAL Y METODOS
5.1 DISENO

Estudio de tipo transversal, retrolectivo, observacional, de cohortes definidas por la
expresion de marcadores genéticos y su aplicacion y correlacion pronodstica. La parte
experimental consistid en la identificacion experimental de marcadores genéticos (RB1
y Ph+) y su aplicacidon y correlacién prondstica.

5.2 METODOL.OGIA

Las pruebas se realizaron en muestras de sangre periférica o meédula ésea de
pacientes adultos con LLA Ph positivo, por FISH, ya existentes en el banco de muestras
del laboratorio de citogenética. En dichas muestras se detecto la alteracion del gen RB1
mediante la técnica de FISH. De cada muestra se leyeron en promedic 1000 ntcleos
interfasicos por dos observadores, el resultado se obtuvo calculandose e! promedio de
ambas lecturas. El inmunofenotipo se realizé mediante un citdmetro de flujo EPICS XL
(Beckman Coulter), con un panel de anticuerpos monoclonales suficientes para
establecer linaje hematopoyético y estado de diferenciacion ontogénica (Baillieres).
Estos datos se encuentran asentados en el documento fuente (expediente clinico)

La remision completa se determind a nivel hematolégico como menos del 5 % de
blastos en meédula 6sea y biometria hematica normal. La supervivencia se evalud a
partir de la llegada del paciente al Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) hasta el
ultimo dato codificado o al afio de seguimiento, lo que hubiera ocurrido primero. La
historia clinica se capturd en la hoja de captacion de datos (Anexo 1).

5.3 POBLACION DE ESTUDIO

Se analizaron 26 muestras de sangre periférica y/o médula 6sea las cuales para su
analisis se dividieron en tres grupos dependiendo de las siguientes consideraciones:
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El Grupo A formado por pacientes con LLA Ph-— (< 8 %)

El Grupo B formado por pacientes con LLA Ph+ (> 8 %)

El Grupo C formado por individuos sanos donadores de! banco de sangre, como grupo
control.

5.4 CRITERIOS DE INCLUSION

Muestras de pacientes adultos con LLA Ph+, sin tratamiento previo.

Muestras de pacientes adultos con LLA Ph-, sin tratamiento previo, para fines
comparativos.

Muestras de individuos sanos aceptados como donadores del banco de sangre, para
integrar el grupo control.

5.5 CRITERIOS DE EXCLUSION

Pacientes cuyos datos no sean recuperables en el expediente para su analisis.
5.6 TECNICA DE HIBRIDACION IN SITU CON FLUORESCENCIA (FISH)
5.6.1 PREPARACION DE REACTIVOS

A) 20 X SSC.

Se mezclaron 132 g de 20 X SSC aforando a 500 ml de agua estéril, destilada. Se
almacend a temperatura ambiente

B) 2 X SSC.

Se mezclaron 100 ml de 20 X SSC con 850 ml de agua estéril, destilada midiendo e! pH
a 7.0 ajustando con NaOH vy se aforé a 1 L con agua estéril destilada.

C) Solucion de lavado 2 X SSC / 0.1 % NP-40.

Se mezclaron 100 ml de 20 X SSC con 850 ml de agua estéril, destilada, adicionando
1m| de NP-40, midiendo el pH y ajustando a 7 con NaOH, se adiciond agua estéril
destilada hasta alcanzar el volumen final de 1 L.

D) Solucion desnaturalizadora.

Se mezclaron 35 ml de formamida, 5§ mil de 20 X SSC y 10 m! de agua estéril, destilada
en un vaso de Coplin, midiendo pH de 7 a 8.

E) Alcoholes graduales 70%, 85%, 100%

Se prepararon v/v agua estéril, destilada y etanol.

F) 0.4 X SSC /0.3 NP-40.

Se mezclaron 20 ml de 20 X SSC con 950 ml de agua estéril, destilada se adicionaron 3
ml de NP-40, se mezcldé hasta que el detergente se disolvid, se midid el pH y se ajustd
entre 7- 7.5 con NaOH, se adicion6 agua estéril, destilada hasta volumen final de 1 L.

5.6.2 PREPARACION DE LAMINILLAS
Se utilizaron laminillas limpias contenidas en etanol al 70 % en refrigeracion. Se

resuspendi® el boton en unas gotas de Carnoy para obtener una densidad adecuada, la
cual permitié un buen numero de nucleos en un area determinada. Se colocd una gota
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en el centro de la laminilla y al microscopio de contraste de fases se observd para
determinar la calidad del material, con un lapiz diamante se marcd la zona adecuada
para realizar la hibridacion. ‘

5.6.3 MADURACION Y DESNATURALIZACION DE LAS LAMINILLAS

Se colocaron las laminillas en 2 X SSC a 37 ° C por 30 min. El pH fue verificado, el cual
fue de 7. Se pasaron las laminillas en etanol al 70 % por 2 min. al 85 % por 2 min.:y. al
100 % por 2 min. Se colocaron en solucion de desnaturalizacion formamida :al'70% /
2XSSCa pH 7-7.5 por 5 min. a 73 ° C +1. Se pasaron en etanol al 70 %, 85 % y.al
100 % a — 20 ° C en cada uno por 2 min. S,

5.6.4 PREPARACION DE LA MEZCLA DE HIBRIDACION
Se utilizé la sonda RB1 LS| espectro naranja DNA # 32-190001 Vysis (™
1. - En tubo de micro centrifuga ependorff se mezcld por cada laminilla:

3.5 ul de buffer de hibridacion
0.5 ul de sonda
1 ul de agua estéril

Se colocé el tubo en el bafio Maria a 73 ° C = 1 por 5 min. Se centrifugd un pulso en la
micro centrifuga.

5.6.5 APLICACION DE LA SONDA

Se aplicd § ul de la mezcla de la sonda en cada blanco predeterminado con un lapiz
diamante. Se colocd un cubreobjeto (18 x 18 mm) encima sin que existieran burbujas
de aire. Se selld con rubber cement (Ross) las laminillas fueron colocadas en una
camara himeda previamente a 37 ° C. Se dejo toda la noche para que hibridara.

5.6.7 LAVADOS POST HIBRIDACION

Se quité el ruber cement con unas pinzas y se pasaron las laminillas en una solucion
de 2 X SSC a temperatura ambiente con el objeto de que se soltara el cubreobjetos y
este resbalara sin dafar el material. Se coloco en detergente 0.3 % NP-40/ 0.4 X SSC
a 73 %9 C. £ 1 por 2 min. y agitd por 5 segundos. Se sacaron las laminillas y se
colocaron en 2 X SSC/ 0.1 % NP-40, durante 2 min.

5.6.8 VISUALIZACION DE LA HIBRIDACION
Se secaron las laminillas al aire en la oscuridad. Se aplicaron 7 ul de la contra tincion

DAPI |l (4,6 diamidino-2 fenilindol) en el area que fue hibridada y se coloco un
cubreobjeto, sellandolo con rubber cement (Ross)
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5.6.9 ANALISIS AL MICROSCOPIO

Se utilizé un microscopio de epifluorescencia NIKON con el filtro de triple banda croma
triple D/FTR/G1002 704 y un monofiltro G-2A DM580 NIKON rojo para el fluoroforo
empleado en la hibridacion. De cada muestra se leyeron en promedio 1000 ntcleos
interfasicos por dos observadores, calculandose el promedio de ambas lecturas. La
imagen 1 nos muestra los nucleos interfasicos capturados con el analizador citovysion
considerados positivos y negativos.

5.7 CONTROLES EXPERIMENTALES
5.7.1 CONTROLES POSITIVOS

Se utilizé la muestra de un nifio con diagnostico comprobado de retinoblastoma, la cual
al ser hibridada con la sonda RB1 mostro el 94 % de los nucleos con una senal roja.

Se utilizo la muestra de un paciente con diagndstico comprobado de LGC Ph+, la cual
al ser hibridada con la sonda BCR/ABL mostré en un 68 % de los niicleos analizados la
fusion de ambos genes observandose una sefial amarilla, una roja y una verde.

5.7.2 CONTROLES NEGATIVOS

Se utilizaron cuatro muestras de individuos sanos los cuales fueron tamizados y
aceptados como donadores en el banco de sangre, fos cuales fueron hibridados con las
sondas BCR/ABL y RB1.

5.8 ANALISIS ESTADISTICO

Se describieron variables demograficas y clinicas de los pacientes. Los criterios de
respuesta fueron los estandares internacionales. Las variables de interés se dividieron
en continuas, para aquellas con expresion numeérica; Yy discretas para las que se
categorizaran los valores. Para el analisis se empled una base de datos convencional y
el uso del programa estadistico Stata (version 7.0 afio 2001).

5.8.1 VARIABLES CONTINUAS:

Las variables continuas independientes de interés expresadas en porcentaje fueron:
Expresion de RB1, Ph+ e inmunofenotipo. La comparacion entre dichas variables fue
mediante T-student para muestras pareadas; se investigé la correlacion entre ambos
marcadores genéticos mediante el calculo de la r' Spearman. Para el primer caso se
asigno significancia estadistica a valores de p<0.05; en el caso de la correlacion esta
fue considerada como de correlacion con valores de r>0.80.

5.8.2 VARIABLES DISCRETAS:

Las variables categéricas se exploraron mediante analisis univariado con chi2. En
aquellas tablas de 2x2 con celdas de menos de tres eventos se elabord prueba exacta
de Fisher. El nivel de significancia estadistica asignado fue de p<0.05
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La supervivencia totai (con corte en la muerte debido a cualquier causa) y periodo libre
de enfermedad (con corte en el caso de que no exista remision completa desde. el
primer dia, recaida o la muerte) se calculd con base en el método de Kaplan-Meier.

6. RESULTADOS
6.1 DEMOGRAFIA Y ORIGEN DE LAS MUESTRAS

GRUPO A

De Enero del 2000 a mayo del 2001 se revisaron las listas de pacientes adultos
registrados en el INCan, cuyo diagnostico era LLA Ph— sin tratamiento previo. Asi se
incluyeron 4 muestras con diagnostico confirmado de LLA Ph— segun criterios de la
(FAB).

De las 4 muestras elegidas para el estudio, 2 pertenecian a mujeres y 2 a hombres (50
%), cuyo rango de edad era 15 a 16 afios (mediana 16 afos), en todos ellos la muestra
correspondi® a médula dsea. (Tabla 2).

GRUPO B

De Enero del 2000 a mayo del 2001 se revisaron las listas de pacientes adultos
registrados en el INCan, cuyo diagnostico era LLA Ph+ sin tratamiento previo. Asi, se
incluyeron 18 muestras con diagnostico confirmado de LLA Ph+, segln criterios de la
( FAB).

De las 18 muestras elegidas para el estudio, 9 pertenecian a mujeres y 9 a hombres
( 50 %), cuyo rango de edad era de 15 a 50 afos ( mediana 30 afos), 16 ( 88.9 %)
eran medula 6sea y 2 (11.1 %) fueron de sangre periférica (Tabla 2)

GRUPO C

Durante abril y mayo del 2002 se revisaron los datos de individuos sanos aceptados
como donadores en el banco de sangre, de los cuales se incluyeron 4 muestras.

De las 4 muestras elegidas para el estudio, 1 (25%) pertenecia a mujery 3 (75 %) a
hombres cuyo rango de edad era de 30 a 44 ainos (Mediana 36 arios), 4 (100%) eran
sangre periférica. (Tabla 2) Este grupo no se describe en los apartados 6.2 y 6.3

6.2 HALLAZGOS HEMATOLOGICOS

GRUPO A

La biometria hematica mdlco que los pacientes presentaban leucocitosis cuyo rango fue
de 9 000 a 86 000 / mm?3 (mediana 31 000 / mm %), asi como trombocitopenia con
valores de plaquetas de 11 000 a 33 000 / mm?® (mediana 18 700 / mm?3), todos
presentaban anemia ya que el rango de hemoglobina fue de 4.2 a 9.9 g/dl (mediana 7.7
g/dl), el hematocrito 11.9 a 29.5 % (mediana 22.4 %), deshidrogenasa lactica 141 a
3704 (UI/L) (mediana 1202 UI/L), por tratarse de un procesoc maligno hematologico se
encontraron valores de blastos en médula 6sea de 86 a 89 % (mediana 87 %) (Tabla 3 )
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GRUPO B

La biometria hematica indicd que los pacientes presentaban leucocitosis, cuyo rango va
de 3 000 a 408 000 / mm?® ( mediana 131 000 / mm3), su cuenta plaquetaria de 18 000 a
311 000 / mm?® ( mediana .44 000 / mm?), nos indica trombocitopenia, presentaban
anemia ya que los valores de hemoglobina eran de 2.6 a 12.9 g/ dl ( mediana 6.05 g/
dl), el hematocrito por consiguiente también estaba disminuido con rango de 8.9 a 40.1
% ( mediana 19.4 %) , deshidrogenasa lactica en algunos casos estaba elevada con
valores de 126 a 1984 (Ul/L) ( mediana 478 UI/L), por tratarse de un proceso maligno
hematolégico se encontraron valores de blastos en meédula 6sea de 44 a 100 %
(mediana 78 %) (Tabla 3) .

6.3 HALLAZGOS CLINICOS

GRUPO A
Cuatro pacientes (100 %) presentaron adenomegalia, hepatomegalia y esplenomegailia.
De los cuatro 3 (75 %) presentaron fiebre como manifestacion inicial. (Tabla 4).

GRUPO B

Diez (565.5 %) presentaron adenomegalia, trece (72.2 %) hepatomegalia, y nueve (50
%) esplenomegalia. De los 18 pacientes 14 (77.7 %) presentaron fiebre como
manifestacion inicial (Tabla 4).

6.4 RESULTADOS DE Ph, RB1 POR FISH ASI COMO LA SUPERVIVENCIA
ENCONTRADOS EN LOS TRES GRUPOS.

GRUPO A .

La tabla 5 nos muestra el grupo A formado por pacientes con LLA Ph- < 8 % cuyo rango
es de 2.7 a 6 % (mediana 4.6 %) los cuales fueron considerados como pacientes
Filadelfia negativo y el % de RB1 sin sefial y con 1 sefial encontrados, de los cuales
tres presentaron pérdida total o parcial del gen RB1 en un porcentaje que va de 10.5 a
24.9 % (mediana 16.2 %) asi como la supervivencia de estos pacientes, la cual fue de 7
a 365 dias (mediana 195 dias)

GRUPO B

La tabla 6 nos muestra el grupo B formado por pacientes con LLA Ph+ > 8 % cuyo
rango va de 8.1 a 97 % (mediana 20.5 %) y el % de pérdida total o parcial de RB1
encontrado que va de 4.68 a 70.39 % (mediana 11.9%) asi como una supervivencia
que va de 3 a 365 dias (mediana 151 dias) (Figura 5)

De las 18 muestras hibridadas con el gen RB1, solo 1 no presentd pérdida del gen ya
que el porcentaje fue de 0.5 % de pérdida, esto considerado como normal tomando en
cuenta el porcentaje de pérdida encontrado en los individuos sanos (0.7 %) (Tabla 7)
asi mismo, podemos observar que la supervivencia de este paciente fue de 218 dias.
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GRUPO C

El grupo C formado por individuos sanos tamizados por banco de sangre y aceptados
como donadores, cuyos porcentajes de Ph encontrados van de 2.1 a 6.3 % (mediana
de 4.1 %), asi como los de pérdida de RB1 que van de 0.2 a 1 % (mediana 0.7 %)
(Tabla 7)

6.5 HALLAZGOS CITOGENETICOS CONVENCIONALES Y MOLECULARES DE
LOS GRUPOS A, BYC

La tabla 8 nos muestra el resultado de citogeneética convencional, asi como el de
citogenética molecular de los grupos A, BY C

GRUPO A

El cariotipo reportado nos indicé que en 1 muestra (25 %) no se obtuvo material para
realizar el cariotipo, 2 (60% ) presentaron cariotipo normal, 1(25 %) hiperdiploidias.

El analisis de citogenética molecular mediante la técnica de FISH para observar la
fusion de los genes BCR-ABL mostré que las muestras presentaban el gen de fusion
con valores de 2.7 a 6 % (mediana 4.7 %) (Tabla 8)

GRUPO B
Del reporte del cariotipo se encontré que en 2 muestras (11.1 %) no se obtuvo material
para realizar el cariotipo, 6(33.3 %) presentaron cariotipo normal, 6 (33.3 %)

hiperdiploidias, 2 (11.1%) Cromosoma Filadelfia, 1(5.55 %) hipodiploidias, y 1 (5.55%)
Ph e hiperdiploidias.

El analisis de citogenética molecular mediante ia técnica de FISH para observar la
fusion de los genes BCR-ABL mostro que las muestras presentaban el gen de fusion
con valores de 8.1 a 97 % (mediana 20.5 %) (Tabla 8).

GRUPO C

E reporte del cariotipo indicé que 4 muestras (100%) presentaron cariotipo normal.

El analisis de citogenética molecular mediante la técnica de FISH para observar la
fusion de los genes BCR-ABL mostré que las muestras presentaban el gen de fusion
con valores de 2.1 a 6.3 % (mediana de 4.1 %) (Tabla 8).

6.6 INMUNOFENOTIPO

GRUPO A

El analisis de citometria de fiujo, nos indicé que la expresidén del linaje tipo B fue
definido como positivo a los marcadores CD10, CD19, CD20 en 3 (75%). E! linaje tipo T
fue positivo a los marcadores CDS5, CD2 y CD7 en 1 (25 %) (ver tabla 9). El antigeno
comun CALLA usando como referencia el marcador CD10 fue positivo en 3 (75%) de
las muestras analizadas y 1 (25%) fue negativa para este marcador.
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GRUPO B

El analisis de citometria de flujo, nos indicd que l|la expresion del linaje tipo B fue
definido como positivo a los marcadores CD10, CD19, CD20, en 10 (61.4 %). El linaje
tipo T fue positivo a los marcadores CDS, CD2 y CD7 en 2 (12.5 %).. El linaje mixto se
definié como marcadores de tipo linfoide y a la vez mas de dos marcadores de tipo
mieloide 4 (25.5 %). A dos (11.1 %) no se les hizo el analisis, esto. debido a que la
muestra fue insuficiente (Ver tabla 9). El antigeno comun CALLA usando como
referencia el marcador CD10 fue positivo en 12 ( 66%) de las muestras analizadas, tres
(16.6%) fueron negativos para este marcador, y a tres (16.6%) no se les realizd el
estudio.

En la tabla 9 se observa que el grupo B presenta pacientes que expresan
inmunofenotipo variado, aunque un cierto predominio del tipo B comun.

6.7 COMPARACION DE LA EXPRESION INMUNOFENOTIPICA CON EL
ESTADO DEL. CROMOSOMA Ph Y DEL GEN RB1 EN PACIENTES CON LAL Ph+y
Ph—

Se realizd la comparacion de la expresion inmunofenotipica tipo B y T con la presencia
de Ph+ y de la pérdida del gen RB1 entre los grupos A y B, no encontrando diferencias
significativas en el analisis univariado (chi ?) y Prueba exacta de Fisher (Tabla 10).

Al realizar la comparacion de la expresion inmunofenotipica tipo T y mixta con la
presencia de Ph+ y de la pérdida del gen RB1 entre los 23grupos A y B, no se encontrd
diferencias significativas en el analisis univariado (chi ©) y Prueba exacta de Fisher
(Tabla 11).

La tabla 12 nos muestra la comparacién de la expresion inmunofenotipica tipo B y mixta
con la presencia de Ph+ y de la pérdida del gen RB1 entre los grupos Ay B, no
encontrando diferencias significativas en el analisis univariado (chi ¢) y Prueba exacta
de Fisher.

Se realizaron correlaciones entre el perfil de inmunofenotipo ya reportado contra la
expresion de Ph + y del gen RB1, no encontrando diferencias significativas en el
analisis univariado (chi 2) y Prueba exacta de Fischer

De ahi que la expresion del perfil inmunofenotipico no parece guardar relacion con la
expresion del cromosoma Filadelfia ni con la del gen RB1 (Tabla 13)

La tabla 14 nos muestra los resultados obtenidos al realizar las correlaciones de la
pérdida total o parcial del gen RB1 con la presencia del cromosoma Ph en individuos
sanos y pacientes con LAL Ph+ y Ph- no encontrando diferencias significativas en el
analisis univariado (chi 2) y prueba exacta de Fischer

Para este tipo de analisis, observamos que no existe relacion entre la expresion del
cromosoma Filadeifia con la pérdida total o parcial del gen RB1.
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6.8 CORRELACIONES

La Fig. 7 nos muestra la correlacion de la pérdida total o parcial del.gen RB1 con la
presencia del cromosoma Ph en individuos sanos, no encontrando correlacxon alguna
mediante la prueba r” Spearman.

Se realizé la correlacion de la pérdida total o parcial del gen RB1 con. Ia presencta de
Ph en pacientes con LLA Ph- no encontrando correlacion alguna mediante la prueba
r'Spearman (Fig. 8).

Se realizd la correlacion de la pérdida total o parcial del gen RB1 con la presencia de
Ph en individuos sanos y pacientes con Ph- no encontrando correlacién alguna
mediante la prueba r'Spearman (Fig. 9).

Se realizé la correlacion de la pérdida parcial o total del gen RB1 con la presencia de
Ph en pacientes con LAL Ph+ y Ph- no encontrando correlacion alguna mediante la
prueba r'Spearman (Fig. 10).

Se realizé correlacion de la presencia de Ph con la supervivencia en pacientes con LAL
Ph — y Ph + no encontrando correlacion alguna mediante la prueba r'Spearman (Fig.
11).

Se realizd la correlacién de |la pérdida total o parcial del gen RB1 con la supervivencia

en pacientes con LAL Ph — y Ph + no encontrando correlacion alguna mediante la
prueba r'Spearman (Fig.12).
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6.9 TABLAS Y FIGURAS

TABLA 2 CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS DE
LOS GRUPOS A, B Y C POR GENERO Y TIPO DE
MUESTRA

'~ Los individuos que forman cada’grupo ya fueron indicados en el texto
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TABLA 3 HALLAZGOS HEMATOLOGICOS DE LOS GRUPOS A Y. B.
EL GRUPO C NO SE PRESENTA POR SER EL.GRUPO CONTROL

- Minimo | Maximo
9 86
3 408
11

18
HEMOGLOBINA (g/dl)
Grupo A" 7.7 4.2
Grupo B 6.05 2.6
HEMATOCRITO ( %) v B EERE
Grupo A 224 . w0 11,9
Grupo B 19~.4~ R e 89 :
DHL (UI/L) S R P : e
Grupo A C 12020 141 3704
Grupo B | AT8 126 1984
BLASTOS EN MEDULA OSEA ( %) o ‘
Grupo A~ : -~ 87 86 89

| Grupo B PR PRy £ - T 44 100
Ph (BCR-ABL) (%) S
Grupo A . 4.6 2.7 6
Grupo B : 20.5 8.1




TABLA 4 CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS:GRUPOS A, BY C

Variable ' |" GRUPO A 3 | GRUPOC

n(% (%)
7

FIEBRE =~ .
ETRE




[TABLA 5 GRUPO A
PACIENTES CON Ph-<8 %

Supervivencia|-
n=a | %Ph| o de RB1 *sin senal y Do
. F':SH una sefal por FISH
1 13.26
2 10.52
3= 24.9
L4 2.08

. *Sin'sefa

y.1'séfial sera manejado
.del gen RB1'para los tres grupos.. ;

ITABLA 6 GRUPO B
PACIENTES CON Ph + > 8 %

Supervivencia
%P:‘ % de RB1 sin sefaly i
n=18 Fpl'gH una seital por FISH
(Dias)

1 8.1 9.77 9
2 8.2 70.39 23
3 8.6 0.5

4 10 5.5

S 11 5.4

6 13 25.98

7 14.5 62.19

8 17 6.3

9 19 5.4

10 22 7.92

11 22.5 10.36

12 23.4 20.17

13 25.6 5.8

14 27 7.3

15 28 7.9
16 38 6.98
17 41 6.6 142
18 97 4.68 163
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SUPERVIVENCIA GLOBAL DEL GRUPO B

\ : : . — ;
1.00 _ i
0.75 — B
0.50 - B
0.25 ~ o
07»00-_; T ‘ T T T T N
0 : 100 200 300 400
DIAS

Fig. & Supervivvencia global de los 18 pacientes del grupo B Ila cual va de 3 a 365 dias
(mediana de 151 dias)
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CURVA DE SUPERVIVENCIA GLOBAL
GRUPO AY B

0.75

0.5

0.25 1 L

0 : ' —

0 100 200 300 400
Dias

4

—Grupo B —Grupo A

Fig. 6 Curva de supervivencia global de los grupos A y B en la cual no observamos
diferencia referente a la supervivencia de ambos grupos.
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TABLA 7 GRUPO C*
INDIVIDUOS SANOCS - -

ﬁfae .é‘f‘)éi'h'sveﬁél-y',"uria’s:ecﬁalr.r;\b‘r
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TABLA

8  COMPARACION - DE - LOS: RESULTADOS. - DE ' CITOGENETICA - CONVENCIONAL

(CARIOGRAMA), "Asl COMOEL'DE CI:TO,GENETIQA MOLECULAR (FISH) DE LOS GRUPOS'A/BY C. . :

% PRESENCIA DE
FILADELFIA POR

% PERDIDA TOTAL O
PARCIAL DEL GEN RB1

FISH POR FISH = .o
GRUPO A R
1 SR .- 6.0 2.0
2 46.XY 4.0 '10.52
3 46.XY/ Hiperdiploidias . 2.7 13.26
4 46,XX 6.0 10.5
GRUPO B
1 46.XX, Ph (2) ‘8.1 9.77
2 46, XY 8.2 70.39
3 46, XY 8.6 0.5
4 46,XY/ Hiperdiploidias 10 5.5
5 46 . XY/Hiperdiploidias 11 5.4
6 46. XY 13 25.98
7 46,.XY ; Ph / Hiperdiploidias 14.5 62.19
8 46,XY/Hiperdiploidias 17 6.3
9 46.XY 19 5.4
10 46, XY/Hiperdiploidias 22 7.92
11 SR 22.5 10.35
12 46,XX/Hiperdiploidias 3.4 20.17
13 46,XX 25.6 5.8
14 46.XX/Hipoploidias 27 7.3
15 46, XX 28 7.9
16 46,XX.t(9 :22)(g34 :q11)/46,XX 38 6.98
17 46,XX/48 XX+21+ ?/Hiperdiploidias 41 6.6
18 SR 97 . 4.68
GRUPO C
1 46.XY 0.6
2 46, XX 1
3 46 . XY 0.2
4 46, XY 1
SR= Sin respuesta =
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TABLA 9 INMUNOFENOTIPO 'DE 'LOS: GRUPOS A Y. B

EXPRESADOS EN NUMERO Y F’ORCENTAJE

GRUPO A
INMUNOFENOTIPO (n)= "T'j,‘?/o o
Pre-B ‘;18_‘7
B comun ) 375 ]
B madura : 625
*Mixta : :"2'5,5 '

“Mixta = Inmunofenotipo tipo Liﬁfoid Y Mikelo'ide" .
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TABLA 10 . COMPARACION - DE.. ' LA. - EXPRESION
INMUNOFENOTIPICA-TIPO B YT CON. LA: PRESENCIA DE
Ph+ ¥ DE LA PERDIDA DEL GEN RET ENTRE LOS GRUPOS

AY B
INMUNOFENOTIPO :
B/T P
Grupo A
n=12 3/1
Grupo B B
n=4a 10720
*RB1 0,1 :
n=6 571 S
2t ~0.69 ( Pba.
*RB1 2,3 ’ ‘Exacta de
n=10 8/2 .- Fisher)
* RB1 (0.1) = Sin seﬁal yA1 seﬁal ( Pérdlda total o parcial de RB1)
** RB1 (2,3) = seﬁales y 3. seﬁales ( Sin pérdida de RB1)
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TABLA 11 COMPARACION .DE LA EXF’RESION IN‘MUNOFENOTIPICA

TIPO T Y MIXTA CON LA PRESENCIA D
GEN RB1 ENTRE LOS GRUPOS ;

DE~ LA PERDIDA DEL

INMUNOFENO
2T

0.42 (Pba. Exacta de’

* RB1 0,1
n=3

= RB1 2,3
n=4

* RB1(0,1) =
- RB1 (2, )=

Sin sefal y.1 sefal ( Pérdida. total.o parcial de’ RB1)
seﬁales y 3 seﬁales ( Sln pérdlda de RB1)
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TABLA . 12 'COMPARACION  DE = LA - EXPRESION
INMUNOFENOTIPICA TIPO B Y MIXTA CON' LA: PRESENCIA DE

Ph+ Y DE LA PERDIDA DEL GEN RB1.ENTRELOS GRUPOS AY:
INMUNOFENOTIP
(0] P
B / Mixta E ;
Grupo A S b
n=14 3/0: - I
'0.42.(Pba:
Grupo B Exacta de -
n=3 10/ 4 2
*RB1 0,1
n=7 572
0.04 — 9.50 0.55 (Pba.
*»RB1 2,3 Exacta de
n=10 8/72 Fisher)

* RB1 (0,1) = Sin sefial y 1 sefal (Pérdida total o parcial de RB1)
**RB1(2,3)=2

sefales y 3 sefales (Sin pérdida de RB1)



TABLA - 13 . COMPARACION "DE " LA EXPRESION
INMUNOFENOTIPICA TIPO B, T Y MIXTA CON LA PRESENCIA

DE Ph+ Y DE LA F’ERDIDA DEL GEN RB‘I ENTRE LOS GRUPOS
AY B EERTD R SRR

INMUNOFENOTIPO
B/TYMlxta o + TOR P
Grupo A
n=16 371 o
cn 1 0.02 =919 0.56
Grupo B : : A (Pba.
n=4 10/6 o : Exacta
de
Fisher)
*RB1 0,1
n=28 5/3
0.09 — 7.81 0.60
**RB1 2,3 (Pba.
=12 8/4 Exacta
de
Fisher)

* RB1 (0,1) = Sin sefial y 1 sefal (Pérdida total o parcial de RB1)
** RB1 (2,3) = 2 sefales y 3 sefiales (Sin pérdida de RB1)



TABLA 14 COMPARACION DE LA PERDIDA TOTAL “O
PARCIAL. DEL GEN:RB1.CON. LA PRESENCIA: DEL
CROMOSGMA ™% Ph. - EN" . INDIVIDUOS .S

‘PACIENTES CON LAL Ph .

RB1 0,1 L
X P
2,3 :
Grupo B . ’
n=18 5/13 R | 0.32 (Pba.
0.0-6.12:|." exacta de
Grupo C S : Fisher)
n=4 0o/4
Grupo A ;
n=4 3/1 0.07 (Pba.
Exacta de
Grupo C Fisher)
n=4 c/ 4
GrupoAyB
n=22 8/14 TR 0.20 (Pba.
0.0~ 3.64 Exacta de
Grupo C Do Fisher)
n=4 0/4 :
Grupo A
n=4 3/1 0.11 (Pba.
0.0 — 2.05 Exacta de
Grupo B Fisher)
n=18 5713

38



Fig. 7 Correlacion de la pérdida total o parcial del
gen RB1 con la presencia de Ph en individuos
sanos
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Pendiente 0.007 Intercepto: 0.669 Correlacion 0.036

Grupo C~ |~ % Presencia Ph * | % Pérdida totat
‘ R I R o parcial de
© . RB1

1 : 0.6
2. .. 3 1
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4 R 6.3 1




Fig.8 Correlacion de la pérdida total o parcial del gen
RB1 con la presencia de Ph en pacientes con LLA Ph -
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Grupo ‘| % Presencia Ph % Pérdida

b A total o parcial
n=4 de RB1
1. 2.7 13.26
2 4 10.52
3 6 24.9
4 6 2.08
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Fig. 9 Correlaciéon de la pérdida total o

parcial del gen RB1 en individuos
pacientes con Ph - con {a
presencia de Ph

Il

10.0 20.0 30.0

(% Presencia Ph)

Pendiente: 0.842

Intercepto: 3.000 Correlacion: 0.157
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n=8 R8
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- 4 10.52
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ke 5 0.2
4 6.3 1
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Fig. 10 Correlacion de la pérdida parcial o total del
gen RB1 con la presencia de Ph en pacientes LAL
Ph+y Ph -
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T
Fig. 12 Correlacion de la pérdida total o parcial de RB1
con la supervivencia en pacientes LAL Ph+ y Ph -
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6.9 IMAGEN 1

NUCLEOS INTERFASICOS HIBRIDADOS CON RB1 (ROJO) Y CONTRATENIDOS CON DAPI ( AZUL)
SIN SENAL Y UNA SENAL CONSIDERADOS COMO PERDIDA TOTAL O PARCIAL DEL GEN RB1

NUCLEOS INTERFASICOS HIBRIDADOS CON RB1 (ROJO) Y CONTRATENIDOS CON DAPI ( AZUL)
CON DOS SENALES CONSIDERADOS SIN PERDIDA DEL GEN RB1
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

Sabemos que la leucemogénesis es un proceso evolutivo en el cual multiples eventos
genéticos se involucran. Estos eventos consisten en alteraciones genéticas
independientes en protooncogenes o genes supresores junto con factores epigenéticos
y ambientales que contribuyen al desarrollo del fenotipo maligno (Rowley J, 1999)
Ciertas anormalidades cromosdmicas, especialmente translocaciones se han vinculado
especificamente con subtipos particulares de leucemia, linfoma e incluso sarcomas,
ademas de translocaciones, han sido identificadas alteraciones recurrentes del tipo de
ganancias, pérdidas parciales y totales de un cromosoma dado. Los genes localizados
en estos cromosomas se piensa deben estar involucrados en la leucemogénesis, no
obstante al momento desconocemos para la mayor parte de dichos cambios su vinculo
directo con el desarrolio de la neoplasia.

Se han descrito alteraciones de diferentes genes en una gran proporcion de pacientes
con LLA y LMA; el detectar estas alteraciones ha provisto herramientas diagnésticas
importantes en el seguimiento de pacientes leucémicos, pero también avances
recientes en el descubrimiento de las alteraciones en la funcidn de estos genes
comparados con sus contrapartes normales ha motivado el disefio de nuevas
estrategias terapéuticas, que se espera conlleven mejores respuestas clinicas con
menor toxicidad. Actualmente se han logrado identificar mas de 150 alteraciones
genéticas vinculadas con diferentes formas de leucemia.

Es claro para algunos tumores solidos que la pérdida de material cromosomico,
particularmente la pérdida de la funcion de genes supresores de tumor, como RB1, p53
y BRCA1, se encuentran criticamente involucrados en la transformacion maligna.
Desafortunadamente, con la excepcion de p16(CDKNZ2) en el brazo corto del
cromosoma 9 ninguno de los genes involucrados en las pérdidas recurrentes en
enfermedades hematopoyéticas han sido completamente identificados. (Rowley,d,
1999)

El proposito ultimo se tiene que dirigir a identificar los genes que se relacionan en la
ganancia o pérdida cromosomica que le dé a las células una ventaja proliferativa. Esta
informacion combinada con la obtenida a partir de la ruptura y ensamble en las
traslocaciones resultara en el mejor entendimiento del proceso de transformacion
maligna de multiples pasos.

El estado del gen RB1 ha sido motivo de diversos estudios; hasta el momento se
conoce la alteracidn de este gen en las leucemias linfociticas crénicas cerca del 30 %
(Stilgenbauer,1993), pero existe controversia en las leucemias linfoblasticas agudas;
esto se considera importante ya que los pacientes con LLA presentan una
supervivencia muy corta y tratamos de identificar las alteraciones geneéticas que se
encuentran involucradas en este grupo de pacientes.

Existen diversas metodologias para detectar alteraciones en RB1, en este trabajo se
utilizd la técnica de FISH ya que es relativamente rapida (2 a 3 dias) tiene una
sensibilidad de 10™, es especifica y en el laboratorio se cuenta con toda la
infraestructura para realizarla.

Se encontraron aiteraciones del gen RB1 en un porcentaje que va de 4.68 a 70.39 %

(mediana 11.9 %) Ahuja y cols. en 1991 a pesar de no ser la misma técnica empleada
(Southern Blot) ni el porcentaje de alteracion encontrado, reporta pérdida del gen RB1
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en un 15 % de los casos de leucemia linfoblastica aguda. En contraste con lo anterior
Cheng y cols. en 1990 observaron que solo 1 de 16 lineas celulares de leucemia tiene
perdido el gen RB7 empleando la técnica de Southern blot, Chen Yao Chan en 1990,
reporta que solo 2 de 130 leucemias tienen pérdida del gen RB1 mediante la misma
técnica.

No existe evidencia en la literatura de estudios anteriores por medio de la técnica de
FISH para realizar una comparacion y poder considerar como representativa esa
pérdida del gen, por lo que utilizamos linfocitos de 4 individuos sanos, los cuales fueron
hibridados con la misma sonda RB1 encontrando pérdida del gen RB1 en un promedio
de 0.7 %. Se hibridaron también con |la sonda BCR/ABL, encontrando valores promedio
del gen de fusion de 4.1 %

Los resultados muestran una variacion muy amplia en cuanto a la supervivencia
encontrada en dias, ya que existen valores que van de 3 a 365 dias (mediana 151
dias); comparada con lo asentado por Larson en (1995) donde la mediana fue de 1080
dias, la supervivencia de los pacientes estudiados en este trabajo es menor.

La LLA como otras leucemias y cancer, es una enfermedad clonal originada por
mutaciones pero que a diferencia de la leucemia mieloide crénica donde una mutacién
unica (fusion BCR-ABL) predomina, en la LLA hay una plétora de anormalidades
moleculares y quiza, aun mas por ser descubiertas; las anormalidades incluyen
translocaciones, pérdidas y mutaciones puntuales. La mayoria de las alteraciones
moleculares identificadas en la LLA (como también en la LMA) incluyen proteinas de
unién al DNA, genes hibridos o fusionados que codifican factores de transcripcion (con
especificidad alterada) y para el caso de la LLA T asociado con genes del receptor de
células T (presumiblemente expresado como proteinas ectdopicas o anormalmente
activadas). Esta desregulacion de factores de transcripcidn puede alterar la
diferenciacion celular. También existen anormalidades en vias de sefalizacidon
extracelular (N-RAS, activacion de LCK), cambios que implican directamente receptores
o sus ligandos conocidos, cambios en reguladores del ciclo celular (PRAD1, gen de
inmunoglobulina, ciclina D1) y otras proteinas codificadas por genes fusionados o
mutantes que pueden inhibir la apoptosis. Un bloqueo en la apoptosis tiene
implicaciones interesantes tanto para mecanismos de leucemogénesis como para
respuesta terapéutica. El porqué de esta variedad de alteraciones se ha postulado por
una combinacién de las siguientes razones:

1. Algunos subtipos de LLA corresponden o se originan del desarrollo de diferentes
compartimentos de la hematopoyesis o linfopoyesis, teniendo diferentes
anormalidades moleculares, reflejando ventajas selectivas de ciertos genes
vinculados en la diferenciacion.

2. Mutaciones en LLA, como se demostrdo en leucemias experimentales y otros
canceres, tiene efectos selectivos sinérgicos o que se combinan sobre ventajas
clonales y asi las LLA usualmente al diagnostico, con progresiéon o remision,
adquieren varios tipos de mutaciones.

3. En la LLA, en comun con LMC, cuando esta entra a crisis linfoblastica
(o mieloblastica ) conlleva a una evolucién clonal divergente; por ejemplo:
anormalidades moleculares secundarias, que en LLA pueden ser diversas
( Testa, N;1997)
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Los mulitiples eventos que se involucran en e! desarrollo de la leucemogenesis pueden
presentarse sincronicos, o metacrénicos y una vez despierta la v;a ésta se vuelve
independiente a la sefial original.

Ello podria explicar la alta tasa de anormalidad de RB1; su alteracion: pudo haber sido
inducida por un evento pasado, ya no importante en el comportamiento. actual La
pérdida de  RB1 - debido "ser sobrepasada por otras vias Ieucemogemcas
mdependlentes.
Las vias leucemogénicas pueden no estar mediadas directamente por el RB1 smo ser
vias adicionales que se activan en conjunto con el Ph+ el cual tampoco conllevé un
valor prondstico, sugiriendo que la alteracion en la expresion del RB1 parece ser un
fendmeno constante en la LLA pero independiente de la expresion del cromosoma
Filadelfia sin encontrarse valor pronoéstico en la respuesta al tratamiento, (por |10 menos
en este grupo de pacientes)

Otro punto a considerar es que las alteraciones en la expresion de RB1 pueden
modificar vias de sefales supresoras o inhibidoras del desarrollo tumoral. Es evidente
que alguna o algunas de estas vias pueden quedar inhibidas por la alteracién de RB1.
Se sabe que la cinasa de ABL es constitutivamente activa en la mutacién BCR/ABL ya
que pierde el primer exén hacia 5° de ABL de naturaleza represora. Al final tenemos
que en un paciente con LAL Ph+ (con cinasa activada, y no reprimida) y alteracién en la
expresion de RB1, se han perdido mecanismos reguladores antitumorales. Para medir
esto se requeriria medir sustratos fosforilados a partir de RB1 o BCR/ABL (como el
caso de CRKL). No obstante no encontramos correlacidn en la expresion numeérica de
RB1 contra Ph+ por lo que de presentarse relacion directa con la leucemogénesis estos
deben ser fendmenos epigenéticos con participacion por vias de sefRalizacion
intracelular diferentes. (Willman, Ch; 2000)

La integridad del cromosoma y su infraestructura es esencial para el control global de
los genes. La cromatina ailtamente ordenada formada como un resultado del DNA
condensado esta en un estado constante de flujo, esencial para permitir la expresion y
represion de todos los genes en un tiempo y manera regulada.

La dinamica de este sisterma esta gobernada por un nimero de complejos mecanismos
interdependientes, incluyendo metilacion, acetilacion y deacetilacion. La interrupcion de
tales sistemas consecuenciales conducen a la desregulacion y resuita en una falla de
diferenciacion celular con el potencial para la transformacion celular.

Sabemos que cada cromosoma en el nucleo contiene una molécula simple de DNA
empacada por proteinas en espiral enrolladas llamadas histonas. Dos moléculas de
cada histona H2A, H2B, H3 y H4, son enrolladaspor el DNA para formar la estructura
llamada el nucleosoma y la histona de enlace H1 dirige las vias de DNA entre
nucleosomas adyacentes. La mayoria de estas estructuras estan organizadas en
dominios enlazados por enlaces dinamicos de bases tetrahédricas, una red de
proteinas intranucleares, y esta estructura es llamada el andamio nuclear o matrix. Este
aparato asegura que el movimiento del DNA sin el nucleo sea severamente restringido.
La estructura también podria ser flexible, capaz de alojar la expresion, replicacion,
reparacion y recombinacion diferencial de los genes. Mediante el desenrollamiento de la
cromatina se permite el acceso de proteinas reguladoras controlando sitios y la
actividad de enzimas especificas. Dos tipos conformacionales de cromatina son
encontrados en los nucleos interfasicos:
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Abierta, activa o eucromatina

Cerrada, inactiva o heterocromatina. ) )
Un factor que participa en la modificacion de la cromatina es |la metilacion. La cual
ocurre a nivel de DNA y proteinas, y representa una forma mayor de modificaciones
epigenéticas, resultando en la adicion covalente de un grupo metilo en- la posm(on §’.de '
una citocina, usualmente con una isla CpG. Los sitios transcrnpcnonales ici :
muchos genes que contienen islas CpG que consiste de regiones ricas‘en: CpG y: GpG-
que abarcan aproximadamente 1 kb. La metilacion juega un’ papel |r‘hporta
inactivacion del cromosoma X en las mujeres, en el imprinting gendmico y.la supresion
de efectos perjudiciales de secuencias de DNA repetitivo sobre’ la integridad del
genoma. En general, la metilacion de las islas CpG es raro en células normales con
islas CpG metiladas correlacionando con inactivacion y la noc metilacion con expresion
genica. Un ndamero de genes supresores de tumor incluyendo RB1, p53 y ETV6E
contienen islas CpG en sus promotores. La metilacidn de novo y subsecuente
silenciacién de estos genes esta asociada con un numero de canceres humanos y
provee un mecanismo adicional para inactivacion de supresores de tumor ( Saha, V;
2002)

La estrecha relacién en la actividad de RB1 y la preservacion de la integridad del
genoma, puede representar que pérdida de la funcion de RB1 permitié la modificacion
cromatinica que lleva a genotoxicidad y diferenciacion de vias leucemogénicas.

Mencidn aparte requiere la no correlaciobn de RB1, Ph+ con la expresion
inmunofenotipica.

ESTA TESIS 1o
DEILAB Bimir:




8. CONCLUSIONES

Encontramos alteraciones en el gen RB1 en casi todos los pacientes,
independientemente del porcentaje de Ph.: )
No observamos relacion entre Ph, RB1 y la supervnvencna del paciente.
La supervivencia de los pacientes de nuestro estudio (mediana 151 dlas) es menor ala’
reportada en la literatura ( mediana 1080 dias, Larson, 1995) : Bt

9. RECOMENDACIONES

Estudiar a otros genes involucrados en la leucemogénesis, asi como a una poblacién
mas grande de individuos para observar la relacién entre los eventos genéticos
involucrados y la supervivencia en los pacientes con LLA independientemente del
estatus del cromosoma Ph. Con e! reciente desarrollo de la técnica llamada
microarreglos, puede ser posible, ya que se pueden estudiar varios genes a la vez, los
cuales se encuentran involucrados en el padecimiento y asi contribuir con algunas
técnicas convencionales de laboratorio (inmunofenotipo, citogenética, y diagndstico
molecular)
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ANEXO 1

HOJA DE CAPTACION DE DATOS

Codlgo Interno

" 'Nombre:

Expedllente
Fecha del: dxagnostlco
Féchz deﬂdefunclon

,Hemoglobma :
Hematocrito -

-Volumen Corpuscular Medio
CMHb

CMHDLC

Ancho de distribucion Eritrocitaria
Plaquetas

VPM

Linfocitos

Monocitos

Eosinofilos

Basofilos

Segmentados

Bandas

Metamielocitos

Mielocitos

Blastos

TIPO DE MUESTRA

Tipo de muestra:
Diagnodstico:
Cariograma:

FISH % Ph Positivo:

Radioterapia:

INMUNOFENOTIPO

CD5 CcD10 CD13 CcD41:
CcD2 CcD19 CD33 CcD34
CD7 . CcD20 CcD14 lgMc
HLA-DR TdT MPOc
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HISTOQUIMICA
MIELOPEROXIDASA:
ACIDO>PERY‘ODIC‘O DE SCHIFF (P.A.S ) :
ALFANAFTOLEVSTEVRAS'A ( NHL ):

Sl NO

Sd. Anémico

Sd. Hemorragico

Dolor éseo

Hepatomegalia

Esplenomegalia

Fiebre

Adenomegalias

Celularidad TEJIDO
LINFOHISTIOCITARIO

Megacariocitos Linfocitos

Relaciéon E/ L Céelulas plasmaticas
Monocitos

TEJIDO ERITROIDE Células reticulares

Proeritroblastos Blastos

Eritroblastos Otras Células

TEJIDO

GRANULOCITARIO

Promielocitos

Juveniles Otros Hallazgos:

Adultos

Eosindfilos

Basofilos

Basofilos tisulares

INTERPRETACION Y . DIAGNOSTICO:
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