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Resumen

Las enfermedades sanguineas son la expresion de un trastorno en el metabolismo normal, y
abarca todas las enfermedades hematologicas, como anemias y leucemias.

La leucemia es una neoplasia de los leucocitos se presenta a cualquier edad y puede ser de
cualquier variante, tomando en cuenta que las leucemias se clasifican en: Leucemias
cronicas y leucemias agudas, aqui nos enfocaremos a las leucemias agudas, se describird en
un primer término la morfologia tomando una muestra sanguinea o bien realizando un
aspirado de medula 6sea y se clasificara con los criterios del grupo de la FAB en la que se
incluyen tablas para realizar la clasificacién. La sintomatologia es muy importante, para el
diagnostico de la leucemia aguda en el laboratorio clinico asi como los resultados de una
biometria hematica, el realizar mas analisis especificos para llegar a un mejor diagndstico, es
muy importante para establecer un buen tratamiento al paciente. En otros estudios de
laboratorio que se pueden realizar y especificamente en el Hospital Central Sur Alta
Especialidad de PEMEX, son el inmunofenotipo y el Screening de Translocaciones, ya que
estos estudios no los realizan todos los laboratorios y son pocos los que cuentan con ellos.
Por tanto el inmunofenotipo se realizara utilizando anticuerpos monoclonales especificos de
clona ya descritos en la literatura, utilizando la citometria de flujo llegaremos a una
clasificacion més detallada de una leucemia aguda. Las translocaciones cromosomicas en las
leucemias agudas juegan un papel critico, puesto que la presencia o ausencia de ellas son
determinantes para establecer un prondstico y dar inicio a un tratamiento, por ejemplo si esta
presente la translocacion t(15;17) se inicia primero tratamiento con &cido retinoico para
madurar la clona y posteriormente a esto iniciar la quimioterapia. Las translocaciones se
analizaran por el método de RTPCR de Hema Vision prueba que detecta 28 diferentes
translocaciones y rearreglos cromosémicos en la que incluye mas de 80 puntos de ruptura o
variantes especificos de algun subtipo de leucemia.
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Resumen

Las enfermedades sanguineas son la expresion de un trastorno en el metabolismo normal, y
abarca todas las enfermedades hematologicas, como anemias y leucemias.

La leucemia es una neoplasia de los leucocitos se presenta a cualquier edad y puede ser de
cualquier variante, tomando en cuenta que las leucemias se clasifican en: Leucemias
cronicas y leucemias agudas, aqui nos enfocaremos a las leucemias agudas, se describird en
un primer término la morfologia tomando una muestra sanguinea o bien realizando un
aspirado de medula 6sea y se clasificara con los criterios del grupo de la FAB en la que se
incluyen tablas para realizar la clasificacién. La sintomatologia es muy importante, para el
diagnostico de la leucemia aguda en el laboratorio clinico asi como los resultados de una
biometria hematica, el realizar mas analisis especificos para llegar a un mejor diagndstico, es
muy importante para establecer un buen tratamiento al paciente. En otros estudios de
laboratorio que se pueden realizar y especificamente en el Hospital Central Sur Alta
Especialidad de PEMEX, son el inmunofenotipo y el Screening de Translocaciones, ya que
estos estudios no los realizan todos los laboratorios y son pocos los que cuentan con ellos.
Por tanto el inmunofenotipo se realizara utilizando anticuerpos monoclonales especificos de
clona ya descritos en la literatura, utilizando la citometria de flujo llegaremos a una
clasificacion més detallada de una leucemia aguda. Las translocaciones cromosomicas en las
leucemias agudas juegan un papel critico, puesto que la presencia o ausencia de ellas son
determinantes para establecer un prondstico y dar inicio a un tratamiento, por ejemplo si esta
presente la translocacion t(15;17) se inicia primero tratamiento con &cido retinoico para
madurar la clona y posteriormente a esto iniciar la quimioterapia. Las translocaciones se
analizaran por el método de RTPCR de Hema Vision prueba que detecta 28 diferentes
translocaciones y rearreglos cromosémicos en la que incluye mas de 80 puntos de ruptura o
variantes especificos de algun subtipo de leucemia.



INTRODUCCION

El estudio de los elementos formes de la sangre data de hace varios siglos, en donde era
considerada esencia de la vida. Uno de los escritos hipocraticos que datan del siglo IV A. C.
describen al cuerpo como un compuesto por cuatro humores: bilis negra, sangre, moco 6
flema y bilis amarilla. Fahraeus, médico sueco del siglo XII, sugirié que la teoria de los
cuatro humores podia hacer su origen en la observacion de las cuatro capas que se definen
de la sangre coagulada. En el proceso de la coagulacion de la sangre se separa en un coagulo
gelatinoso rojo obscuro, casi negro, una capa delgada de eritrocitos oxigenados, una capa de
leucocitos y plaguetas y una capa de suero amarillento. Se pensaba que la salud y la
enfermedad eran resultado de una alteracion en el equilibrio de estos humores. Este concepto
ayuda explicar porque la sangria para purgar al cuerpo de sus liquidos contaminados se
practico desde el tiempo de Hipocrates hasta el siglo decimonoveno.

La composicion celular de la sangre no se conoci6 hasta la invencién del microscopio. Con
la ayuda de un dispositivo burdo que consistia en una lente biconvexa. Leeuwenhoek (1632-
1723) describio y midid con precision los corpusculos rojos (eritrocitos). EI descubrimiento
de los glébulos blancos (leucocitos) y las plaquetas se logro cuando mejoraron los lentes del
microscopio. (1)

La primera descripcion de un paciente con leucemia fue publicada en 1827,(2) fue hasta
1845 que Virchow en Alemania y Bennett (3) y Craigie (4) en Scotland reportaron sus casos
por separado reconociendo a esta como una enfermedad distinta “White Blood” dos afios
mas tarde Virchow introdujo el termino leucemia para esta entidad y precedi6é una serie de
investigaciones que fueron resumidas en 1856.(5) children.

Como un complemento a sus categoricas observaciones, Kart Vierordt publicé en 1852,
los primeros resultados cuantitativos del andlisis de las células sanguineas. Sus
procedimientos para la cuantificacion eran tediosos y prolongados. Més tarde cada vez
mejores métodos para el examen sanguineo en la década de 1920 y el adelanto en los
conocimientos de la fisiologia sanguinea y los érganos productores de sangre en la década
de 1930, permitieron las anemias y otros trastornos sanguineos se estudiaron en una base
racional. En algunos casos, la
fisiopatologia de las enfermedades sanguineas se comprendid sélo después que el paciente
respondia al tratamiento experimental. Por ejemplo, se observo mejoria sintomatica de
pacientes con ciertas anemias macrociticas cuando se incluia higado, rico en vitamina B12,
en la dieta del enfermo.

Los hematdlogos modernos reconocen que las alteraciones en los componentes de la
sangre son un resultado de la enfermedad, no su causa primaria, como se creia en el siglo
XIX. En condiciones normales, la produccidn, liberacion y supervivencia de los eritrocitos
estd bajo control estricto para conservar un equilibrio de células de morfologia normal. Es
probable que las anormalidades hematoldgicas cuantitativas y cualitativas se manifiesten
cuando ocurre un desequilibrio entre produccidn, liberacion y supervivencia.



JUSTIFICACION

La prevalencia de leucemias agudas en pacientes de PEMEX es un poco mayor que en la
poblacién en general.

Se detectan de 10 — 15 casos nuevos de leucemias agudas al afio, tomando en cuenta que se
trata de una poblacion cerrada y otro tanto recaen con actividad intensa de la enfermedad
que por uno o dos afios se encontraba aparentemente controlada.

No se conocen los motivos de la recaida y posiblemente estén relacionado a su inadecuado
diagnostico en virtud de que en muchas ocasiones se habia contado solamente con el
diagndstico morfoldgico de la clasificacién de la FAB, que ya no resulta suficiente para
clasificar las leucemias agudas .Actualmente se cuenta con otras técnicas para el diagnostico
como el inmunofenotipo por citometria de flujo y la determinacién de anormalidades
citogenéticas moleculares como la RTPCR ,que utilizadas en forma conjunta ayudan a
establecer un mejor plan terapéutico y un pronoéstico desde el diagndstico de la misma .
CARACTERISTICAS DEL GRUPO DE ESTUDIO:

1 Criterios de inclusién

Pacientes con diagnostico de leucemia aguda

Pacientes con diagndéstico morfoldgico establecido de la FAB

De reciente diagnostico

En recaida con leucemia aguda como segunda neoplasia

Que tengan adecuada muestra de aspirado de médula 6sea para poder realizar los estudios de
este anteproyecto

2 Criterios de exclusion

Pacientes que no tengan diagnostico morfolégico de leucemia aguda

Pacientes en recaida, pero que no hayan tenido estudio por inmunofenotipo o citogenética,
cuando se diagnosticaron cono leucemia aguda por primera vez

Pacientes con diagndstico de leucemia aguda que se encuentran en remision

HIPOTESIS

Con el andlisis que se realizara aplicando los tres métodos que estan disponibles en el
diagnostico y manejo de leucemias agudas, en los pacientes del Hospital central Sur de Alta
Especialidad de PEMEX, se pretende obtener un mejor diagnostico y manejo del paciente
que padece de una leucemia aguda.

Obijetivo general

Establecer en las leucemias agudas, un protocolo a seguir para llegar a una mejor
clasificacion de las leucemias agudas, esto consiste en aplicar los métodos de punta para
diagnosticar y clasificar las leucemias, como lo son en primer lugar la morfologia, en
segundo lugar el inmunofenotipo y por Gltimo las translocaciones realizadas por RTPCR.

Obijetivo principal

Establecer como método diagnostico ideal en leucemias agudas, el diagnostico integral
obtenido del analisis del diagnostico morfoldgico de la leucemia de acuerdo a los criterios de
la FAB, el inmunofenotipo y del diagndstico citogenetico realizado por RTPCR.

Especificos:



Conocer la sensibilidad y especificidad del inmunofenotipo en leucemias agudas.

Establecer las ventajas de la utilidad de técnicas moleculares por RTPCR para el estudio
citogenético de las leucemias agudas.

Comparar los resultados obtenidos entre el diagnostico morfolégico con el inmunofenotipo.
Comparar los resultados obtenidos entre el diagndstico por inmunofenotipo y RTPCR.



CARACTERISTICAS NORMALES DE LA SANGRE
COMPOSICION DE LA SANGRE

La sangre estd compuesta de un liquido, plasma y elementos celulares que incluyen leucocitos,
plaquetas (trombocitos) y eritrocitos (Fig. 1) El adulto normal tiene alrededor de seis litros de
este liquido vital, lo que constituye 7 a 8 % del peso corporal total. EI plasma representa mas o
menos el 55% del volumen sanguineo, en tanto que los eritrocitos forman el 45% vy los
leucocitos y plaquetas el 1%.

Figura 1:

PLAQUETAS ERITROCITOS LEUCOCITOS

Las variaciones de los elementos sanguineos son con frecuencia el primer signo de
enfermedad. Los cambios en el tejido enfermo pueden descubrirse por los analisis de
laboratorio que miden las desviaciones de lo normal en los constituyentes sanguineos. La
hematologia es, en principio, el estudio de los elementos celulares de la sangre.

VALORES DE REFERENCIA DE LOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Los valores normales de los elementos de la sangre pueden tener cambios fisioldgicos segun la
edad, sexo y ubicacion geografica. En tanto que los cambios patolégicos en un valor
especifico de las células sanguineas pueden deberse a enfermedades o traumatismos. Es muy
importante que los valores hematoldgicos deban ser determinados por cada laboratorio en
particular para que las diferencias fisiologicas de grupo de individuos dentro de un area
geogréfica especifica tengan validez. En el cuadro 2 observemos los valores normales
sanguineos.

MORFOLOGIA CELULAR

Para el estudio de la hematologia, es esencial conocer la morfologia celular, dado que
numerosos trastornos hematoldgicos se acompafian de anormalidades en la forma de los
componentes celulares o subcelulares.

Una célula es una estructura compleja e intrincada, constituida por una membrana que
rodea un gel acuoso de proteinas, carbohidratos, lipidos, materiales inorgéanicos y acidos
nucleicos. El ndcleo, rodeado a su vez por la membrana nuclear, contiene los &cidos nucleicos
que controlan y dirigen el desarrollo, funcion y division de la célula.



Hematopoyesis (poiesis = formacion) es el término usado para describir la formacion y
desarrollo de las células sanguineas. Proliferacion, diferenciacion y maduracion celulares
tienen lugar en el tejido hematopoyetico, que es en su mayor parte la médula 6sea. Sélo
células maduras pasan a la sangre periférica.

CUADRO 2: VALORES

VALORES ANGUINEOS NORMALES

| | |
EDAD HB HTO | ERIT RETIS | VCM | HCM | CMCH PLAQUETAS
(1Y) | (20712/1t) | (%) (f (pg) | (g/200ml) | 1079/1t:)
(9/100
ml)
Nacimiento | 19.0 0.61 |5.14 3.2 119 37 32 150-350
*
1 semana 17.9 0.56 | 4.86 0.5 118 36 32 “
2 meses 10.7 0.31 | 3.40 1.8 93 315 |34 “
3 meses 11.3 0.33 | 3.70 0.7 88 30.5 |35 “
6 meses 12.3 0.36 | 4.60 1.4 78 27 34 “
1 afio 11.6 0.35 | 4.60 0.9 77 25 33 “
4 afos 12.6 0.37 | 4.70 1.0 80 27 34 “
6 afos 12.7 0.38 | 4.70 1.0 80 27 33 “
8 afos 12.9 0.39 | 4.70 1.0 80 27 33 “
12 afos 13.0 0.39 |4.80 1.0 80 27 33 “
Adultos * | 13.3- | 0.40- | 4.4-5.9 1.0 80- 27- 31-36 150-440
Varones 17.7 0.52 100 34
**
mujeres 11.7- | 0.35- | 3.8-5.2 1.0 80- 27- 31-36 “
15.7 0.47 100 34

Abreviaturas del cuadro: VCM = volumen corpuscular medio, HCM = hemoglobina
corpuscular media, CMCH = concentracién media corpuscular de hemoglobina.

+ Los valores del nacimiento hasta los 12 afios se transcribieron de Millar y Col. Y matota y
Col.

* Los valores para varones y mujeres adultos proceden de Williams.

** Los valores de la hemoglobina para individuos de raza negra de todas las edades y los dos
sexos son 0.5-1.0 g/100 ml menores.

El tejido productor de sangre localizado entre las trabéculas del hueso esponjoso se conoce
como médula 6sea. Este tejido hamatopoyético principal tiene un volumen de 30 a 50 ml/Kg.
de peso corporal, del que mas o menos la mitad realiza hematopoyesis activa, la medula roja.
La otra mitad no tiene actividad hematopoyética; es la medula grasa o amarilla. Por lo tanto, la
celularidad normal es del 50 %. La medula rojo contiene los precursores eritroides y mieloide,
con una proporcion mieloides eritroide (M:E) de 1.5: 1 a 4:1.

La medula roja normal es capaz de responder a estimulos e incrementar su actividad varias
veces su tasa normal. Como resultado, se vuelve hiperplésica 'y remplaza las porciones de la




medula grasa. La hiperplasia acompafia a todos los trastornos en que hay un incremento de
hematopoyesis o0 ésta es ineficaz. El grado de hiperplasia se relaciona con la gravedad y
duracién del estado patolégico. En particular en este trabajo nos enfocaremos a las neoplasias
conocidas como leucemias agudas (sin olvidar que se presentan otras patologias como:
leucemias cronicas y linfomas) donde las células precursoras que se caracterizan por
proliferacion neoplasica y acumulacion de células hematopoyeticas inmaduras en la medula
Osea Fig. 2.(1)

Figura 2:

MEDULA OSEA AL INICO DE LA ENFERMEDAD

% = W

La leucemia es una enfermedad neoplasica maligna de la médula 6sea y la sangre. La leucemia
mieloide y linfoide aguda pueden ocurrir de diversas maneras: el Hemat6logo y Quimico del
laboratorio son los primeros que pueden observar distintos tipos de células en la sangre o en la
médula 6sea. Debido a que la mayoria de los pacientes presentan uno de siete patrones
diferentes segun las células implicadas, estos patrones han formado una subclasificacion. Hay
dos categorias principales de leucemias agudas, clasificadas segun el sitio de lesion primaria
de la célula precursora. Si la anormalidad afecta de manera primaria a la célula precursora
mieloide, la leucemia se clasifica como mielocitica 0 mieloblastica (no linfocitica) aguda
(AML). Si el defecto modifica de manera primaria a la célula precursora linfoide, la leucemia
se clasifica como linfocitica aguda (ALL) Fig. 3



FIGURA 3: INHIBICION DEL DESARROLLO Y DIFERENCIACION DE LA CELULA.
Globulo blanco

Leucemia

' Anemia aplastica
Meédula dsea

LEUCEMIA MIELOBLASTICA AGUDA

Los mieloblastos son células no desarrolladas. Si son las células leucémicas dominantes en la

medula al momento del diagndstico, la leucemia se denomina "mielobléstica”. Si hay algunos

mieloblastos pero también hay algunas células que se estan desarrollando para transformarse

en células sanguineas completamente desarrolladas, se usa la designacién "con maduracion".

Si hay células que estan desarrollando caracteristicas de monocitos (tipo "monocitico™) o

glébulos rojos (eritroleucémica™), se usan estas designaciones y asi sucesivamente. Si bien las

células leucémicas se parecen a las células sanguineas normales, su desarrollo es incompleto.

Las células sanguineas normales y sanas no son suficientes en cantidad. La subclasificacion de

la enfermedad es importante. Se pueden usar diferentes tipos de terapia y el curso mas

probable de la enfermedad puede ser diferente. Las caracteristicas adicionales pueden ser

importantes para guiar la seleccion de la terapia, incluyendo: anormalidades de los

cromosomas, el inmunofenotipo de la célula, la edad y la salud general del paciente, y otros

factores en cuadro 4.

Cuadro 4

LEUCEMIA

. Es un grupo de neoplasias heterogéneas

. Se originan en la medula 6sea

. Son mortales si no se tratan

. Hay falla de la hematopoyesis

. Es el cancer mas frecuente en pediatria

. No existen métodos preventivos

La leucemia si se trata a tiempo se puede curar; su curso durante la enfermedad cuadro 5.

Cuadro 5

LEUCEMIAS AGUDAS

. Progresion rapida

. Produccién incontrolada de una clona celular
inmadura (blastos) que sustituyen las células
normales de la medula 6sea

. Puede presentarse como:



Pancitopenia

Mono o bicitopenias

Leucocitosis

Con o sin blastos en sangre
. Correlacion clinica
Algunas de las manifestaciones mas comunes en leucemias agudas se muestran el cuadro 6,
algunos factores que pueden predisponer a una leucemia aguda.
DATOS CLINICOS
Como se muestra en los cuadros anteriores los signos y sintomas de presentacién de la
enfermedad, se relaciona con la depresion de la hematopoyesis normal. Palidez, fatiga y
debilidad por anemia se encuentran en casi todos los pacientes. Sangrado, hematomas y
hemorragias petequias causadas por tombocitopenia, son también caracteristicas constantes de
la enfermedad. Una infeccion que no responde a la terapéutica apropiada puede ser el primer
signo de leucemia. Por lo general, la infeccién es menor, pero en ocasiones puede ser mas
grave (Neumonia, meningitis).Cuando hay fiebre, ésta se debe a la infeccion subyacente. El
dolor 6seo no es tan comdn en AML como en ALL

Cuadro:6

MANIFESTACIONES CLINICAS MASCOMUNES EN LEUCEMIA AGUDA
CARACTERISTICAS FRECUENCIA %
HEPATOMEGALIA 79
ESPLENOMEGALIA 69
ADENOMEGALIA 62

FIEBRE 62

PALIDEZ 55
HEMORRAGIA 52

ANOREXIA 33

ADINAMIA 30

DOLOR OSEO 25

DOLOR ARTICULAR 20

DOLOR ABDOMINAL 19

PERDIDA DE PESO 13

DATOS HEMATOLOGICOS

Dentro de los datos hematologicos pueden ser muy variados, siendo los mas importantes la
anemia, trombocitopenia, leucocitosis o leucopenia y la mas importante de todas; es la
presencia de blastos en sangre periférica y si se sospecha de leucemia se tomara una medula
Osea para confirmar esta sospecha. Se dice que hay leucemia aguda si la cuenta en medula
6sea es mayor a 30 % (valores normales en medula Gsea es de 5-8%). Cuando los blastos
contienen bastoncillos de Auer puede descartarse un diagnostico de ALL. Los bastoncillos de
Auer se encuentran en mieloblastos, monoblastos y, en ocasiones, células monociticas y
mielociticas méas diferenciadas.

ALL. La morfologia de los mieloblastos que no contienen cuerpos de Auer no se distinguen de
los linfoblastos. En este caso es necesario la citoquimica para definir la naturaleza mieloide de
la poblacidn bléstica. Ahora con la aparicion de anticuerpos monoclonales (inmunofenotipo) y
la citometria de flujo, se puede considerar que las técnicas de tensidn especial como: negro



sudan, peroxidasa

son alternativas validas mas sin embargo, si se tiene alcance el

inmunofenotipo y las técnicas de biologia molecular para poder realizar una clasificacion de la
leucemia, es méas confiable para el diagnostico del paciente asi como del tratamiento que este
deberé recibir. (nota las tinciones especiales no se realizaran, sin embargo si se mencionaran
como un complemento asi como algunos de los marcadores que menciona la literatura,
tampoco se utilizaron en este estudio).
En este trabajo se pretende correlacionar en base a lo anterior La morfologia como primera
fase diagnostica, posteriormente la citometria de flujo y por el método de RTPCR la alteracion

cromosomica.

Existen factores que pueden predisponer a padecer una leucemia aguda se muestran en el

cuadro 7.CUADRO: 7

ENTIDADES OBSERVACION | ENTIDADES OBSERVACION
ANOMALIAS SINDROME DE | EDAD MATERNA MAS DE 35
CROMOSOMICAS | DDOWN ANOS
TRISOMIA G HISTORIA MATERNA
SINDROME DE | REPRODUCTIVA ABORTOS
KLINEFELTER MULTIPLES
ANEMIA DE
FANCONI MAYOR PESO AL
SINDROME DE | NACIMIENTO
BLOOM MAS DE 3.5 KG
NACIMIENTO
ENFERMEDADES | ENFERMEDAD RADIACION IN- UTERO | AUMENTO X 2
GENETICAS DE BRUTON OCUPACION PATERNA | LALoL
ATAXIA PESTICIDAS,
PLASTICOS,
SINDROME DE | OCUPACION PLOMO
POLAND
SINDROME DE PINTURAS Y
SHWACHMAN OCUPACION MATERNA | SOLVENTES
PINTURAS Y
PIGMENTOS
CONSAGUINIDAD | NORTEAMERICA BENCENO Y
GASOLINA
LEUCEMIA DEFICIENCIA DE | EXPOSICION SERIE Gl
FAMILIAR ADENOSIN MATERNA ANTES DE
DEAMINASA CONCEPCION
NIVEL NORTEAMERICA | CAMPOS ;2227?
SOCIOECONOMICO
ALTO CCG 1994 ELECTROMAGNETICOS | INFECCION
VIRAL
RECIEN NACIDO VITAMINA K HIPOTESIS DE | LAL PRE B

GREAVES




Robinson LL, Epidemiology of childood, University of Minnesota. Minn. ASCO 1994,

Clasificacion de leucemias agudas segun la FAB.

LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

Leucemia mieloide aguda, minimamente diferenciada (MQ)
Leucemia mieloide aguda sin maduracion (M1)

Leucemia mieloide aguda con maduracion (M2)

Leucemia mieloide aguda con maduracién con t(8;21)
Leucemia promielocitica aguda (M3)

Tipo hipergranular

Tipo microgranular

Leucemia mielomonocitica aguda (M4)

Leucemia mielomonocitica aguda con aumento de eosinofilos en médula (M4EOQ)
Leucemia monocitica aguda (M5)

Leucemia monoblastica aguda (M5a)

Leucemia monocitica aguda con maduracion (M5b)
Eritroleucemia

Mieloide/Eritroide (M6a)

Eritroide pura (M6b)

Leucemia megacarioblastica aguda (M7)

Leucemia megacarioblastica aguda asociada a t(1;22)

2. LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

Leucemia linfoblastica aguda (L1/L.2)

LLA de célula precursora B

LLA de célula "precursora' T

Leucemia linfoblastica aguda de célula B (L3) (equivalente al linfoma de Burkitt en la
fase leucémica)

Leucemia/Linfoma linfoblastico

De célula precursora B

De célula "precursora’ T

LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA MINIMAMENTE DIFERENCIADA (LMA-MO0)
DEFINICION

LMA sin evidencia de diferenciacién mieloide por morfologia o citoquimica. La naturaleza
mieloide de los blastos se demuestra mediante marcadores inmunoldgicos y/o estudios
ultraestructurales incluyendo citoquimica ultraestructural.

MORFOLOGIA Y CITOQUIMICA

Bléastos de mediano tamafio, cromatina dispersa, nicleo redondo o ligeramente indentado con
uno o dos nucléolos. Citoplasma agranular con basofilia variable. Mas raramente presentan
morfologia similar a un linfoblasto.

Mieloperoxidasa (MPO), Sudan negro B (SNB) y esterasa cloroacetato negativas.
INMUNOFENOTIPO

CD13, CD33 y/o anti-MPO +, CD3, CD22, CD79% - ; CD34, HLA-DR +; CD11b, CD14 +/-.
GENETICA



Las anormalidades mas frecuente son cariotipo complejo, trisomia 8 y 4.

No reordenamiento de IgH ni TCR.

HALLAZGOS CLINICOS

Es la que peor prondstico tiene de todas las LMA.

EQUIVALENTE NO NEOPLASICA

Célula hematopoyética precursora en la fase mas temprana de diferenciacion y maduracién
mieloide. (14, 15, 16, 17, 18)

LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA CON MADURACION (L MA-M1)

DEFINICION

Caracterizada por un alto porcentaje de blastos en médula 6sea sin evidencia de maduracion.
En el tipo 1 y Il constituyen mas del 90% de las células no eritroides.

MORFOLOGIA Y CITOQUIMICA

La mayoria presentan mieloblastos tipicos con granulacion azurofilica y/o presencia de
bastones de Auer y MPO o SNB positivas. En menos casos los blastos parecen linfoblasto sin
granulos azurofilos; la MPO y el SNB estan presentes al menos en mas del 3% de las células.
INMUNOFENOTIPO

Al menos dos marcadores mielomonociticos (CD13, CD33, w65 y/o CD1 17) y otros
marcadores sin especificidad mieloide (HLA-DR, CD34, CD7, CD4, CD15, CD11b, CD11c).
GENETICA

No anormalidades cromosémicas especificas conocidas.

HALLAZGOS CLINICOS

Generalmente se presentan con pancitopenia. (14,17,19)

LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA CON MADURACION (L MA-M2)

Subtipos: LMA-M2 con t(8;21); LMA-M2-baso.

DEFINICION

La LMA-M2 se define por la presencia de 30% de blastos en sangre con 10% de neutrofilos
maduros. Los monocitos son 20% de las células de la médula 6sea. En la médula se observan
promielocitos, mielocitos y neutréfilos maduros con un grado variable de displasia.

La LMA-M2 es el tipo morfoldgico que se asocia predominantemente con la t(8;21) y es mas
frecuente en nifios que en adultos; se han descrito algunos casos también con t(8;21) en la
LMA-M1 o la LMA-M4.

GENETICA

Translocacion t (8;21) (g22;q22) afectando a los genes LMAl1y ETO.

Algunos casos de LMA-M2 tienen reordenamiento para LMAl y ETO vy son
citogéneticamente negativos para la translocacion t(8;21).

LMA M2-baso/12p vy t(6;9) (p23:934)/M2/M4/SMD

Las delecciones y translocaciones afectando al cromosoma 12 p, banda 11-13, tales como del
(12)(p11p13) se asocian a LMA-M2 o M4 con basofilia.

t(6;9) (p21--22;934), se asocia a la LMA-M2 o M4 (o sindrome mielodisplasico SMD) con
aumento de basofilos en médula dsea.

La translocacion t(6;9) (q23;q24) da lugar a la formacion de un gen quimérico de fusion: DEK
y CAN.

INMUNOFENOTIPO




CD34,CD117 +0 -, CD33, CD13 +.

HALLAZGOS CLINICOS

Los pacientes con LMA-M2 con t(8;21) tienen porcentajes de remision completa elevadas
especialmente con dosis altas de citostaticos. Puede presentarse como sarcoma granulocitico
extramedular. (6, 14, 20)

LEUCEMIA PROMIELOCITICA AGUDA (LMA-M3)

DEFINICION

LMA con proliferacion de blastos y promielocitos anormales.

MORFOLOGIA Y CITOQUIMICA

Promielocitos hipergranulares con ndcleo reniforme o bilobulado y citoplasma denso con
granulos azurdfilos. El porcentaje de blastos puede ser inferior al 30%. MPO intensamente
positiva.

Dos subtipos:

LMA-M3 hipergranular

LMA-M3 microgranular

LAM-M3 variante microgranular (variante hipogranular)

Caracterizada por un contaje leucocitario elevado. Los blastos y los promielocitos anormales
tienen caracteristicas morfoldgicas distintivas como granulos finos y nacleo bilobulado y se
asemejan a monocitos. Generalmente se identifican células "faggot" = (fagociticas) (que
contienen haces de bastones de Auer).

INMUNOFENOTIPO

LMA M3 con t(15;17): marcadores mieloides +, HLA-DR - (75%)

GENETICA

t(11;17) (g23;021) la mas frecuente; otros casos muestran t(5;17)(932;912) con
reordenamiento del gen RARA.

HALLAZGOS CLINICOS

Frecuentemente se asocia a CID. (7, 8, 9, 10, 11,12 ,13)

LEUCEMIA MIELOMONOCITICA AGUDA (LMA-M4)

Subtipos: LMA-M4Eo

DEFINICION

Proliferacion de precursores de neutrofilos y monocitos. El diagnéstico y la diferenciacion de
la LMA-M4 de la LMA-M2 y la LMA-M5b requieren la evaluacion de sangre periférica y de
aspirados medulares.

La médula 6sea contiene 30% de blastos; los monocitos y precursores de l10s monocitos son
20%.. Un elevado porcentaje de monocitos pueden estar presentes en sangre periférica
>5x10°/L.

MORFOLOGIA Y CITOQUIMICA

No siempre pueden distinguirse los monocitos y promonocitos. El criterio citoquimico para
determinar la diferenciacion monocitoide es la presencia de actividad esterasa no especifica.
INMUNOFENOTIPO

No hay marcadores especificos para diferenciacion de linea monocitica. La combinacién de
los siguientes marcadores es un buen indicador: CD14, CD15, CD13 y CD33 +, CD4, Cd11b,
CD11C +o-.

LMA-M4EOQ: inv/del6(g22)




Entidad diferenciada caracterizada por un componente eosinofilico anormal en la M. O. y
anormalidades cromosomicas especificas.

Esta misma alteracion cromosémica puede encontrarse ocasionalmente en otras leucemias
mieloides como la LMA-M2 o M4 sin eosinofilia, M5, sindrome mielodisplasico (SMD) y la
crisis blastica de la leucemia mielégena crénica.

GENETICA

Clonacion del 16p y 16q; genes alterados CBFby MYH 11.

HALLAZGOS CLINICOS

Los pacientes con LMA-M4 con inv(16) tienen una alto porcentaje de remisién completa
particularmente con el uso de dosis altas de arabinosido de citosina.

LEUCEMIA MONOCITICA AGUDA (LMA-M5)

DEFINICION

80% o0 mas de las células son de la linea monocitica, incluyendo monoblastos, promonocitos,
monocitos. Puede haber un componente menor de neutrofilos. La LMA se divide en 2 tipos:
M5A (mas del 80% de monocitos 0 monoblastos en la M. O.) y M5B (menos del 80% son
monoblastos y la célula que predomina son los promonocitos).

MORFOLOGIA Y CITOQUIMICA

Monoblastos: células grandes, citoplasma abundante basofilico, con algunos granulos
azurofilicos y vacuolas. Nucleo redondo, cromatina laxa y uno o mas nucléolos grandes.
Promonocitos: Nucleo mas irregular y ligeramente convoluto; citoplasma generalmente menos
basofilico; ocasionales granulos grandes azurofilos. Los bastones de Auer son raros en la
LMADS y cuando se ven estan en células que se identifican como mieloblastos.

En la mayoria de los casos los monoblastos y promonocitos muestran actividad esterasa no
especifica intensamente positiva. En el 10-20% de los casos, méas frecuentemente en la M5A,
la reaccion no especifica es negativa 0 muy débilmente positiva.

INMUNOFENOTIPO

No hay marcadores especificos para la linea monocitica. Sin embargo son indicadores de
diferenciacién monocitica la expresion de: CD14, CD15, CD13 y CD33 +, CD4, CD11b,
CD11lcy CD68 + 0 -.

GENETICA

Delecciones y translocaciones del cromosoma 11 banda q23. Casos aislados de M5B, M4, M2,
M1y LLA pueden mostrar la misma anormalidad.

Subtipo LMA M5A

Translocacion t(8:16)(p11;pl3) en la mayoria de los casos, junto a caracteristicas de
hemofagocitosis por las células leucémicas, particularmente eritrofagocitosis.

HALLAZGOS CLINICOS

Se presenta con manifestaciones cutaneas, infiltracion visceral y afectacién del SNC. La
LMA-M5A es particularmente frecuente en nifios y neonatos y se asocia con frecuencia a
reordenamiento del cromosoma 11g23. Puede presentarse como un sarcoma monoblastico
extramedular. (48, 55, 56, 57, 58)(14, 21)

LEUCEMIA ERITROIDE AGUDA

DEFINICION

LMA Mé6a: presencia de mas del 50% de las células en M. O. son precursores eritroides y
30% de mieloblastos en la poblacién no eritroide.




LMA M6b: Proliferacion neoplasica de células inmaduras casi exclusivamente de la linea
eritroide (mas del 80%) sin evidencia de componente mieloblastico significativo.

MORFOLOGIA Y CITOQUIMICA

LMA-M6a: Precursores eritroides en todos los estadios frecuentemente con tendencia a la
inmadurez. Blastos similares a mieloblastos. PAS + en precursores eritroides.

LMA-M6b: Con o sin caracteristicas de diferenciacion eritroide. Diseritropoyesis marcada.
Normoblastemia.

INMUNOFENOTIPO

LMA- M6a: CD13 +, CD33 +, anti-MPO +, CD34 +/-, HLA-DR Il +/-. Glicoforina A + 0 -.
LMA- M6b: Los casos mas diferenciados pueden mostrar glicoforina A y hemoglobina A y
negatividad para marcadores mieloides. Los blastos a menudo son negativos para HLA-DR |1
y CD34. Las formas méas inmaduras son negativas para anti-glicoforina A o débilmente
positiva en una minoria de blastos.

GENETICA

No anomalia cromosémica descrita.

HALLAZGOS CLINICOS

Anemia intensa y normoblastemia. La LMA-M6a puede ser primaria o secundaria a un sd.
mielodisplasico.

EQUIVALENTE NO NEOPLASICA

LMA-M6a: Célula precursora multipotencial (stem cell) con amplio potencial mieloide.
LMA-M6b: Célula primitiva (BFU-E/CFU-E) con cierto grado de diferenciacion hacia linea
eritroide. . (14,21,22,23,24)

LEUCEMIA MEGACARIOBLASTICA AGUDA

DEFINICION

30% de blastos de la linea megacariocitica en médula 6sea y/o sangre.

MORFOLOGIA 'Y CITOQUIMICA

Sangre periférica: blastos de mediano a gran tamafio, con nucleo redondo, o indentado con 1-3
nucléolos. Citoplasma basofilico, a menudo agranular con pseudépodos prominentes.

Médula 6sea: variable desde casos con una poblacion uniforme de blastos pobremente
diferenciados a una mezcla de blastos y megacariocitos displasicos madurando. Fibrosis
reticulinica variable.

SNB y MPO son negativas. PAS, fosfatasa acida y esterasa no especifica positivas.
INMUNOFENOTIPO

Marcadores linfoides, TdT, CD34, HLA-DRII negativos.

Expresion de uno o mas glicoproteinas plaquetarias: CD41, CD42, y/o CD61.

Marcadores mieloides CD13 y 33 + (33%); MPO -.

En M .O. blastos y megacariocitos son factor VIII +.

GENETICA

Varias anormalidades genéticas descritas en adultos, tales como inv(3)(g21; g26). En nifios,
particularmente en menores de 1 afio, puede haber t(1;22)(p13:013) con rasgos clinicos
distintivos.

HALLAZGOS CLINICOS




Ocurre en adultos y nifios. Generalmente se presenta con trombocitopenia y en algunos casos
trombocitosis. La hepatoesplenomegalia es infrecuente excepto en nifios con t(1;22).
Prondstico pobre, particularmente en estos ultimos casos.

EQUIVALENTE NO NEOPLASICA

Célula precursora hematopoyética relacionada con la linea megacariocitica y/o capaz de
diferenciacion hacia esa linea. (14, 25, 26, 27, 28, 29)

LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA (L1/L2)

DEFINICION

Leucemia aguda formada por linfoblastos.

MORFOLOGIA

Desde predominio de linfoblastos pequefios con poco citoplasma y cromatina condensada (L1)
a linfoblastos grandes con mas citoplasma, cromatina dispersa y nucléolos multiples
prominentes (L2).

MPO y SNB negativas. Esterasa inespecifica positividad puntiforme multifocal o patrén de
tincion en el aparato de Golgi.

INMUNOFENOTIPO

Fenotipo de célula B precursora o de célula T. Ambas pueden presentar morfologia de L1 o
L2.

1.- LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA DE CELULA B PRECURSORA.
HALLAZGOS CLINICOS

Ocurre mas frecuentemente en nifios y en viejos. Prondstico menos favorable en nifios
menores de un afio y en los adultos.

INMUNOFENOTIPO

Tdt +, CD19, CD22, CD20, CD79, CD45y CD10 +/-. CD22 c es especifica de linea.
GENETICA

Diversas anormalidades citogenéticas asociadas de significado pronostico.

En nifios mas del 50% de los casos tienen hiperdiploidia y t(12;21) con buen prondstico y
supervivencia del 85-90%. Otros casos se asocian a translocaciones del gen MLL en el 1123,
indicador de mal prondéstico independientemente de la edad.

En los adultos: t(9;22) en el 25% de los casos con mal pronostico; las translocaciones 11923
son mas frecuentes; la hiperdiploidia asociada a buen prondstico con 51-65 cromosomas y
t(12;21) son infrecuentes.

2.- LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA DE CELULAS T

INMUNOFENOTIPO

CD1a, CD2, CD3, CD5y CD7 +variable. CD3 es el marcador T mas temprano y especifico.

GENETICA

Anormalidades genéticas sin significado prondstico: (33%) translocaciones del TCR con genes
para transcripcion de diversos factores (MYC, TAL1, RBTN2, RBTN2, HOX11 y LCK);
(30%) deleccién 9p-.

HALLAZGOS CLINICOS

15% de las LLA en nifios; mas frecuente en adolescentes que en nifios. 25% de las LLA del
adulto. Mal prondstico independientemente de los hallazgos citogenéticos. Se presentan como
masa mediastinica o de otros tejidos y leucocitosis elevada en sangre.

EQUIVALENTE NO NEOPLASICA



Células precursoras T o celulas T en diferentes estadios madurativos
LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA L3 (LEUCEMIA DE BURKITT)
DEFINICION
Leucemia linfoblastica aguda formada por linfoblastos B (Slg+).
MORFOLOGIA
2-3% de las LLA son L3. Blastos de tamafio intermedio a grande con citoplasma basofilico
moderado y vacuolas claras. Nucleo redondo con cromatina grosera y 2-4 nucléolos
[lamativos.
INMUNOFENOTIPO
TdT -, Igs con restriccion de cadenas. Generalmente CD19, CD20, CD22 y CD79 +.
GENETICA
Anormalidades citogenéticas idénticas a las del linfoma de Burkitt.
EQUIVALENTE NO NEOPLASICA
Célula precursora temprana B con inmunoglobulina de superficie.
HALLAZGOS CLINICOS
Representa la forma leucémica del linfoma de Burkitt. Se presenta con tumor grande y LDH
elevada. Con tratamiento agresivo los pacientes tienen buen prondstico, supervivencia del 80-
90%.
Como en las anteriores, se utiliza la morfologia del grupo FAB, que las divide en tres tipos:
L1: la mas frecuente en nifios.
L2: la mas frecuente en adultos y de mal prondstico.
L3: la mas infrecuente y de peor pronaostico.
Segun la estirpe mayoritaria de los linfoblastos (B 6 T) existe otra clasificacion inmunol6gica
que las divide fenotipicamente en Pre-B precoz, Pre B,By T.
Mediante la evaluacion del cariotipo pueden subclasificarse citogenéticamente en otros cuatro
grupos, ya que este tipo de leucemias presentan frecuentemente translocaciones
cromosomicas.

METODOS MOLECULARES EN EL DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES DEL
SISTEMA HEMATOPOYETICO

Introduccion. En este tema vamos a tratar las aplicaciones de la RTPCR
(retrotranscripcidn de reaccién en cadena de la polimerasa) al estudio de las leucemias
agudas mieloides y linfoides, para correlacionarlas con la clasificacibn morfoldgica,
inmunofenotipo.

Las aplicaciones en las que nos centraremos son:

1. Deteccion de translocaciones cromosomicas.

2. Andlisis de los reordenamientos de los genes de inmunoglobulinas (Ig) y receptor de células
T (TCR).

3. Estudios de quimerismo celular hematopoyético en paciente trasplantados.

En el momento del diagnostico de un sindrome proliferativo hematopoyético, la
determinacion de translocaciones cromosomicas ayuda a la clasificacion fenotipica de las
leucemias agudas, y los estudios de reordenamientos de Ig y TCR permiten determinar la
clonalidad celular. Sin embargo, debido a la gran sensibilidad de la técnica de RTPCR



para detectar células malignas, su principal utilidad es en el “diagnostico” de
enfermedad minima residual. En este sentido, las translocaciones cromosémicas y
reordenamientos de los genes de Ig y TCR sirven de marcadores tumorales especificos
para evaluar si persisten células leucémicas después del tratamiento.
Deteccion de translocaciones cromosomicas. La primera Translocacion descrita fue el
cromosoma Philadelphia en la leucemia mieloide cronica en 1960. Durante las siguientes
décadas se describieron numerosas translocaciones por técnicas citogenéticas. En la
década de los 80 se empezaron a conocer los loci implicados en estas translocaciones, y
esto permitio aplicar la técnica de la RTPCR a su estudio. Ademas, el analisis molecular
revel6 que en una misma Translocacién citogenética existen diferentes puntos de ruptura
en los loci implicados. La metodologia general de estudio de las translocaciones mediante
RTPCR se basa en utilizar cebadores especificos localizados en ambos loci translocados.
Como se ha comentado anteriormente, el estudio de las translocaciones
cromosomicas puede utilizarse para detectar enfermedad minima residual en aquellos
pacientes previamente diagnosticados. En estos pacientes, cuando la reaccion de RTPCR
es negativa no quiere decir que no exista una translocacion; solo que la técnica utilizada
no este detectando esa translocacion maéas adelante se dard la tabla de las 28
translocaciones que se pueden detectar por esta técnica.
La reaccion de RTPCR para el estudio de las translocaciones puede realizarse a partir de ADN
gendmico o a partir de ADN complementario, dividiéndose las translocacion en dos grupos:
1.  Estudios a partir de ADN complementario: Translocaciones cromosémicas en las que no
estan implicados los genes de Ig o del TCR.
2. Estudios a partir de ADN gendmico: Translocaciones cromosémicas en las que uno de
los loci implicados es el gen de las Ig o del TCR.
En el primer grupo de translocaciones se produce un ARN mensajero quimérico como
consecuencia de la fusion de los exones de los dos loci translocados, dando lugar a una
proteina quimérica con su funcién alterada. En este tipo de translocaciones se estudia el
ARNmM quimérico mediante retrotranscripcion y posterior PCR del ADNc (RT-PCR). En
una misma reaccion de PCR se pueden estudiar diferentes reordenamientos que se
distinguiran por el tamafio del producto de PCR.
Ejemplos de translocaciones estudiadas mediante RT-PCR:
Translocacion BCR/ABL [t(9;22)], cromosoma Phidalephia, que se presenta en el 95% de las
leucemias mieloides cronicas, en el 20-50% de leucemias linfoides agudas en el adulto y entre
el 2-10% de las leucemias linfoides agudas en nifios. A nivel molecular, en la translocacién
t(9;22) existen dos tipos de reordenamientos: "p210" y "pl190". El mas frecuente es el
reordenamiento p210, que a su vez presenta dos subtipos: b3a2 (55%) y b2a2 (40%).
Translocacion PML/RARa [t(15;17)] que se presenta en el 100% de las leucemias mieloides
agudas M3 (promielocitica). A nivel molecular se estudian tres tipos de reordenamientos: bcrl
(55%), bcr2 (5%) y ber3 (4%).
En el grupo de translocaciones en los que estan implicados el locus de las Ig o0 TCR, no
hay ARN mensajero quimérico, sino que lo que se produce es un aumento de la expresion
del gen por accion del promotor de los genes de Ig o TCR. La translocacion en estos
casos se estudia mediante PCR a partir ADN genomico. Uno de los inconvenientes del
estudio de este tipo de translocaciones, es que cada punto de ruptura en el cromosoma
debe ser estudiado con pareja de cebadores distintos.




Ejemplos de translocaciones estudiadas mediante PCR:

TECNICAS DE ANALISIS GENETICO

A continuacion se describiran de manera somera las diversas técnicas de analisis citogenético
y de biologia molecular utilizadas para poner de manifiesto las distintas alteraciones.
Logicamente cada una presenta sus ventajas e inconvenientes y debe ser aplicada de manera
adecuada y protocolizada en orden a obtener la mayor informacion posible para el adecuado
manejo clinico de la enfermedad.

El analisis citogenético

El cariotipo de bandas G. Es la herramienta méas utilizada de las que dispone la citogenética
convencional. Este andlisis permite la identificacién de cada uno de los cromosomas por su
patron de bandas caracteristico tras su tratamiento con tripsina y tincion con Giemsa poniendo
de manifiesto cualquier tipo de alteracién cromosomica, tanto numérica como estructural, en
las metafases de las células neoplésicas (32). Sin embargo, requiere la obtencion de células en
mitosis y en el caso de algunas de estas neoplasias las células tumorales presentan un indice
mitético escaso. Ademéas su sensibilidad es limitada (se requiere la observacion de las
metafases una por una) y la resolucion es baja (haciendo que alteraciones submicroscopicas
pasen desapercibidas).

La citogenética molecular. Estas técnicas se basan en la hibridacion de una sonda de ADN
monocatenario (marcada con un compuesto fluorescente) sobre su secuencia complementaria
en el genoma, bien en la metafase o en el ndcleo en interfase. La mas importante de todas ellas
y de la que derivan las demas es la Hibridacion In Situ Fluorescente o FISH (Fluorescente In
Situ Hybridisation) (33). La citogenética molecular puede poner de manifiesto cromosomas
completos o secuencias especificas de ADN presentes en una o varias copias. Para ello se
pueden utilizar sondas de ADN centroméricas (marcan Unicamente los centrémeros), de
pintado cromosémico (marcan todo un cromosoma) o de secuencias Unicas (marcan regiones
cromosOmicas muy concretas). Frente al cariotipo convencional, el FISH realizado en
interfases celulares presenta una mayor sensibilidad (ya que permite el analisis de grandes
poblaciones celulares) y elimina la necesidad de obtencién de metafases (eliminando la
seleccion que pueda realizarse en el cultivo celular) pero, al igual que los analisis basados en
la biologia molecular, detecta Unicamente la alteracion especifica que buscamos y no nos
suministra informacién sobre otras alteraciones presentes en el genoma. Por todo ello esta
técnica es un complemento adecuado en todas las situaciones en las que no ha sido posible
realizar un cariotipo por disponer de metafases de poca calidad o no haberlas obtenido, o bien
cuando éste ha resultado muy complejo y hay varios cromosomas con alteraciones tan
complejas que incluso el citogenetista mas experimentado es incapaz de resolver.

Para intentar solucionar la falta de informacion global del FISH se han desarrollado a partir de
los afios 90 dos nuevas técnicas de analisis, la Hibridacion Genémica Comparada 0 CGH
(Comparative Genomic Hybridisation) (34) y el Cariotipo Espectral o SKY (Spectral
KarYotyping)(35). La primera de ellas emplea todo el ADN del tumor (es un método de
analisis global) y no analiza metafases de éste (obviando la necesidad de células en
crecimiento). Esta técnica se basa en la hibridacion competitiva sobre cromosomas normales
de dos ADNSs (tumoral y normal) mezclados en cantidades equimolares y marcados con
distintos fluorocromos (verde y rojo respectivamente) y serd capaz de poner de manifiesto
ganancias y pérdidas de regiones cromosémicas pero no de detectar reordenaciones o
translocaciones equilibradas; sin embargo abre un futuro muy esperanzador en la busqueda y



caracterizacion de nuevos oncogenes (en zonas donde se detecten ganancias recurrentes) y
genes supresores tumorales (en zonas donde se detecten pérdidas recurrentes) implicados en
estos sindromes. Actualmente, la utilizaciéon del FISH y la CGH estan bastante restringidas a
los SLP cronicos, ya que en éstos el indice mitotico de las células tumorales es generalmente
muy bajo.

La técnica de SKY es la consecuencia del desarrollo de nuevos fluorocromos y sistemas de
analisis de imagen con el objetivo de caracterizar la mayor cantidad de alteraciones posibles
en uno 0 muy pocos pasos. Esta técnica solo se utiliza, de momento, como investigacién
debido a su elevado costo y se basa en marcar el ADN de cada cromosoma con uno 0 varios
fluorocromos de manera que el espectro de emision de cada uno de ellos sea Unico y
diferenciable de los demas. EI SKY requiere obtener metafases tumorales, pero permite
observar cada cromosoma de un color. Por ello, es de gran utilidad en el caso de alteraciones
complejas en las que se desconoce el origen del material reordenado, puesto que permite
determinarlas de manera inequivoca.

El analisis molecular

La identificacion y caracterizacion molecular de los genes implicados en las translocaciones
cromosOmicas recurrentes ha permitido la utilizacion de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction) para su analisis. Esta técnica se basa en la
amplificacion enzimatica de manera exponencial del segmento de ADN de interés hasta
niveles que puedan ser detectados. La PCR analiza la alteracion de manera directa lo que,
como en el FISH, implica una importante especificidad y sensibilidad y es particularmente (til
en los casos en los que los datos histolégicos, inmunofenotipicos o citogenéticos no son
concluyentes y, sobre todo, en la determinacién de la EMR. Esta técnica se puede aplicar para
determinar la clonalidad de la neoplasia (por medio de las reordenaciones de los loci IG o
TCR), la translocacion cromosomica asociada (mediante la amplificacion especifica del gen de
fusion resultante), o para determinar posibles alteraciones en oncogenes 0 genes supresores
tumorales. Las dos primeras determinaciones son las que generalmente se aplican en la rutina
clinica y son utiles tanto en el diagnostico y pronostico de la enfermedad como en su
monitorizacién o seguimiento. En la mayor parte de los casos el analisis de mutaciones en
oncogenes y supresores tumorales permanece en el campo de la investigacion encaminada al
conocimiento de los procesos implicados en la leucomogenesis con vistas al desarrollo de
futuros tratamientos por lo que, salvo raras excepciones, no se han incorporado a los analisis
de rutina.

Los anlisis de clonalidad

Debido a que el proceso de transformacion maligna es consecuencia de la expansion clonal de
una unica célula progenitora, cualquier caracteristica que nos permita identificar esa célula
estara presente en todas las que deriven de ella permitiendo asi el seguimiento de esta
poblacion celular. En el caso de las células linfoides esta caracteristica es la secuencia
especifica que presenta cada una de ellas en los loci IG y TCR (ambos implicados en el
desarrollo de los procesos inmunitarios) una vez reordenados. Durante el proceso de
maduracion linfoide, los loci IG/TCR llevan a cabo un proceso fisioldgico de recombinacion y
mutacién que dard lugar a secuencias de ADN especificas para cada célula (Fig. 2). Este
proceso es similar en las cadenas pesadas (H) y ligeras (L) de los genes IG y en las cuatro
cadenas de los genes TCR (a, b, g, d). La configuracion germinal incluiria varias regiones



variables (V) distintas y varias regiones de diversidad (D, s6lo aplicables en el caso de los loci
IGH, TCRb y TCRd), de union (J) y constantes (C) (30). Durante el proceso de maduracion,
una regién V se unira a una D y a una J (Fig. 2) produciéndose, ademas, fenémenos de
mutacion somatica en las zonas de unién de estos segmentos. Esto da lugar a multitud de
combinaciones posibles (base de la diversidad inmunoldgica), formando secuencias de ADN
especificas de cada célula linfoide (una especie de huella identificativa) (Fig. 2). De esta
manera, y dado que el proceso tumoral refleja una expansion clonal a partir de una célula
progenitora, todas las células tumorales presentaran la misma secuencia a este nivel. Segln
este esquema, una poblacién linfoide policlonal estaria caracterizada por una poblacion
heterogénea en cuanto a sus secuencias V-(D)-J en estos loci y una poblacion monoclonal (a
veces, pero no siempre, asociada a un proceso maligno) estaria caracterizada por una
homogeneidad manifestada en la existencia de una secuencia predominante (Fig. 2).
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El conocimiento de la secuencia de ADN del segmento reordenado también puede dar
informacidn acerca del linaje y estado madurativo del clon maligno, lo que puede ser de
utilidad en la clasificacion de la patologia. Esto es debido a que, por un lado, el locus IGH
estaria reordenado de manera clonal en practicamente todas las neoplasias de células B y los
loci TCR en las neoplasias de células T (el caso inverso es infrecuente, salvo en las neoplasias
linfoblasticas inmaduras de células precursoras en las que pueden observarse reordenaciones
del otro linaje) y, por otro lado, este proceso es jerarquico en los distintos loci IG/TCR. (36).

Por todo ello, el proceso fisioldégico de reordenaciones IG/TCR que, en si mismo, no
constituye una anomalia genética, puede ser explotado para la caracterizacion molecular de
este tipo de neoplasias. Desde el punto de vista practico en la mayoria de las neoplasias
linfoides no es necesario realizar este andlisis, ya que tanto la morfologia como el
inmunofenotipo suelen ser suficientes para establecer un diagndstico. Sin embargo, puede ser



de enorme utilidad en la determinacion y monitorizacion de la EMR, aspecto que se discute
mas adelante.

El analisis de los reordenamientos cromosémicos

En este caso, el material de partida puede ser ADN tumoral o ARN (total 0 mensajero) tras su
paso a ADN complementario. La utilizacién de ARN esté indicada en aquellas translocaciones
en las que estan involucrados puntos de rotura dispersos en los genes implicados, lo que hace
muy complicado el anélisis a partir de ADN gendmico, pero que presentan consecuencias
similares a nivel de ARN mensajero.

Dada la relativa sencillez de los anélisis mediante PCR y la poca muestra requerida, éste ha
desplazado en la mayor parte de los casos al Southern-blot de ADN digerido con enzimas de
restriccion y posterior hibridacion con sondas especificas, ya que éste Gltimo es un proceso
mas laborioso y requiere una gran cantidad de muestra. Asi, el Southern-blot ha pasado a
utilizarse, casi de manera exclusiva, en el analisis de genes muy promiscuos (que se reordenan
con un variado nimero de otros genes) o en el caso en el que los puntos de rotura se
encuentren muy dispersos. (36). Sin embargo, en estos casos también esta siendo desplazado
por el FISH.

Las principales ventajas de PCR (alta sensibilidad y especificidad) y de sus distintas variantes
se convierten simultaneamente en sus principales defectos ya que la alta sensibilidad puede
llevar a la determinacion de alteraciones que se encuentren en una proporcion tan baja que
realmente no tengan significado patogénico, y la especificidad hace que Unicamente seamos
capaces de detectar la alteracion que busquemos, no suministrando mas informacion. Ademas,
la mayor parte de los analisis mediante PCR son cualitativos, indicando sélo ausencia o
presencia de la alteracion, y en la monitorizacion de la respuesta al tratamiento o de la EMR es
importante la cuantificacion de ésta. (31,37). Para ello se han utilizado varios sistemas (38)
que, junto a la aplicaciéon de marcajes fluorescentes, estan produciendo una auténtica
revolucion en este campo. El sistema mas importante por su sencillez y posibilidad de
estandarizacion (aunque de elevado costo) es el seguimiento de la amplificacién mediante
PCR en tiempo real (real-time PCR) (39) en el cual se detecta el producto especifico a medida
que se produce, de manera que la comparacion de su nivel de amplificacion con los estandares
adecuados suministra una medida cuantitativa del grado de afectacion.

Otros analisis a nivel molecular

El andlisis de mutaciones de genes supresores tumorales y oncogenes permanece en el campo
de la investigacion (dada la complejidad y costo de su implantacion en la rutina diagndstica)
con el objeto de conocer la posible implicacion patogénica de estas alteraciones. La aplicacién
de nuevos sistemas robotizados de gran capacidad de analisis, con indudables ventajas en
cuanto a controles de calidad y estandarizacion de los protocolos mejorara la reproducibilidad
de los ensayos y, permitird la comparacion de resultados entre laboratorios facilitando la
realizacion de grandes estudios prospectivos (40). Asi, sistemas como los chips o0 microarrays
de ADN, que permiten el analisis simultdneo de un gran nimero de genes y de sus niveles de
expresion en una misma muestra, suministraran una informacion de indudable valor para el
establecimiento de terapias mas adaptadas a la alteracion molecular de cada tipo tumoral
(terapias genotipo-especificas).(41)



IMPLICACIONES DEL ANALISIS DE LAS ALTERACIONES GENETICAS EN EL
DIAGNOSTICO Y CLASIFICACION DE LAS NEOPLASIAS DE ORIGEN LINFOIDE

Las neoplasias de origen linfoide forman un grupo de entidades extremadamente heterogéneo
y durante muchos afios han sido clasificadas teniendo en cuenta Unicamente criterios
morfolégicos y citoquimicos, tal y como propuso el grupo cooperativo Franco-Americano-
Britanico (FAB) en 1976(42,42). Este grupo clasifico las neoplasias linfoides en LLA,
Sindromes Linfoproliferativos Cronicos (SLP) y Linfomas (Hodgkin y no-Hodgkin). En 1994
el Grupo Internacional para el Estudio de los Linfomas propuso la clasificacion REAL
(Revised European-American classification of Lymphoid neoplasms) basada en una
combinacion de los datos morfologicos, inmunofenotipicos, genéticos y clinicos, variando
entre las distintas entidades la importancia relativa de cada uno de ellos (44). Los principios de
la clasificacibn REAL han tenido un gran impacto al considerar que el diagnostico debe
realizarse desde una aproximacién mdaltiple y que, a pesar de que en algunos casos pueden ser
suficientes los datos de morfologia, la exactitud del diagnéstico se ve aumentada
considerablemente cuando se tienen en cuenta los datos inmunofenotipicos y genéticos.
Actualmente, y bajo los auspicios de la OMS, se propone una clasificacion basada en los
principios establecidos en la clasificacion REAL. Basandose en su experiencia, se han
propuesto varios cambios que hacen referencia a variaciones en la nomenclatura vy
subdividiendo categorias demasiado heterogéneas. De esta forma, se reconocerian tres grandes
categorias: neoplasias de células B, neoplasias de células T/NK (o agresoras naturales) y la
enfermedad de Hodgkin. Las neoplasias de células B y T se clasificarian en linfoblasticas o de
células precursoras y periféricas o de células maduras y dentro de ellas la subdivisién se
realizaria teniendo en cuenta su presentacion clinica principal (45). Es importante destacar que
en la clasificacién propuesta figuran como factores determinantes de subtipo con valor
pronostico en las neoplasias linfoblasticas de precursores B, la t(9;22)(q34;q11) BCR/ABL,
las reordenaciones con implicacién de 11923 (principalmente del gen MLL), la
t(1,19)(q32;p13) E2A/PBX1 vy la t(12;21)(p12;922) TEL/AMLY; y el establecimiento como
importante factor diagndstico en el linfoma/leucemia de Burkitt de la t(8;14)(q24;932) y de
sus variantes o de las reordenaciones de c-MYC.

Esta clasificacion es de especial utilidad en una entidad tan heterogénea como la LLA. La
clasificacion FAB Unicamente establecia los tipos morfolégicos LLA-1, LLA-2 y LLA-3, pero
la nueva clasificacion se basa en las caracteristicas morfoldgicas, citoquimicas,
inmunofenotipicas y en el grado de maduracion y diferenciacion de las series celularesBy Ty
quiza en mayor medida que en el resto de las leucemias, la decision terapéutica en la LLA
viene dada por la determinacion inmunofenotipica del linaje afectado, la determinacion de la
ploidia por medio de la citometria de flujo y la determinacion citogenética o molecular de la
anormalidad cromosémica recurrente. (40)

Por otra parte, en el caso de las LLC de células B los analisis moleculares realizados del
estadio madurativo de las reordenaciones de los loci IG sugieren la existencia de al menos dos
grupos con prondsticos distintos (46). En un subgrupo las células leucémicas muestran
deleciones cromosémicas en 13ql4 y contienen mutaciones somaticas en la region variable de
las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas, congruentes con un fenotipo de célula B de
memoria y sugiriendo que estas células ya habrian pasado a través del centro germinal. Estos
pacientes presentan un pronoéstico mejor que las LLC en las que estos genes no estan mutados
y que muestran generalmente trisomia del cromosoma 12.



INMUNOFENOTIPO

El diagndstico y tratamiento de leucemias descansa en el reconocimiento de la poblacion
celular leucémica y en la determinacion de la linea celular maligna y en algunas veces en el
estado de maduracion, la presencia de blastos leucémicos de mieloperoxidasa ,cuerpos de
Auer 0 asociacion de monocitos esterasas realmente identificadas en muchos casos de
leucemia mieloide aguda (AML). En contraste los blastos leucémicos de leucemia
linfoblastica aguda (ALL).no tienen una morfologia Gnica o caracteristica Unica. Los
magacarioblastos malignos  solo carecen de definicion citologica y caracteristicas
citoquimicas y pueden ser clasificadas inapropiada mente como LLA. Las malignidades
linfoides cronicas son semejantes como leucemia linfocitica granular o HTLV-asociada a
leucemia, es rara en nifios. Esos procesos cronicos pueden ser inicialmente confusos con
linfocitosis reactiva o ALL en paciente jovenes. Porque el prondstico y tratamiento para
ALL, AML y leucemias cronicas difieren marcadamente esto es crucial la documentacion
del linaje y seguido del estado de maduracion de la leucemia. En la ausencia de un diagndstico
morfoldgico similar este es consumado por el uso inmunoldgico contemporaneo, estructural,
analisis molecular. Prueba inmunolégica o inmunofenotipo, este es un componente esencial en
el diagnostico, el complemento del resultado morfoldgico tradicional vy los estudios
citoquimicos confirman y establecen el linaje celular leucémico, estado de diferenciacion y
algunas veces la clona. Algunos analisis de citometria de flujo pueden solo proveer
informacion pronostica independiente.

Los tempranos estudios del inmunofenotipo de leucemias fueron corregidos con la produccion
de anticuerpos policlonales de células hematopoyeticas normales y leucémicas. Los
inmunofenotipos tempranos incluian paneles antisueros de linfocitos T inmunoglobulinas de
cadenas ligeras y pesadas antigeno comun de leucemia linfoblastica aguda (CALLA),
antigenos de histocompatibilidad menor (HLA-DR), y la deoxynucleotidil transferasa terminal
(TdT). En células T leucémicas y normales fueron identificadas por una Unica propiedad
formacion de nidos en forma de rosetas por eritrocitos de carnero. La primera clasificacion
inmunoldgica de ALL fue desarrollada con el uso de estas pocas pruebas (tabla 7.1.
Clasificacion inmunologica y contemporanea de leucemia refleja el desarrollo de anticuerpos
monoclonales, el descubrimiento de nuevos fluorocromos blanco, y designacion de
sensibilidad multiparamétrica de la citometria de flujo.

Varios cientos de anticuerpos monoclonales tienen a designar la diferenciacion de las clonas
(CD) agrupados por el Workshops Internacionales de antigenos de diferenciacion leucocitaria.
El grupo de anticuerpos blanco CD (EI cual presenta un nimero de 166) reconocen algunos
antigenos celulares, pero no necesariamente el epitope de identidad.

Una variedad de fluorocromos (phycoeritrin (PE), proteina peridinin clorofi Il (PerCP), PE-
Cyan conjugado y otros). Ahora estan disponibles el complemento de repertorio de fluorescein
(FITC), rojo Texas y rodamina. Los modernos multiparamétros de citometria de flujo son
altamente automatizados y hacen la designacion del uso de los nuevos fluorocromos,
facilitando un andlisis simultaneo de esos tras a cinco antigenos de diferenciacion celular. Y
El objetivo de la citometria de flujo es que sea un método rapido y cuantificable y que llegue a
ser el preferido para ® asignacién de linaje, @ caracterizacién maduracional de la células
malignas, ® deteccion de la clona,  heterogeneidad y aspecto aberrante de la poblacién de
células malignas, ® cuantificacion de células malignas. ¥



El inmunofenotipo de los tumores hematopoyéticos puede estudiarse de dos formas, ya
sea por citometria de flujo o por inmunohistoquimica. Cada una debe ser utilizada en
funcion de los factores asociados al caso en particular del problema, dependiendo de las
caracteristicas de la enfermedad, la distribucién de los Ag (nucleares, citoplasmicos o de
superficie) y el tipo de muestra disponible para estudio.

Los métodos inmunoquimicos pueden realizarse sobre extensiones citolégicas, sobre tejido
congelado o sobre bloques de tejido parafinados. Todos ellos son complementarios, cada uno
posee sus ventajas e inconvenientes y el lector interesado en ellos debe recurrir a la abundante
literatura cientifica especifica disponible al respecto. El enfoque de este apartado de la
conferencia se centra sobre una seleccion de marcadores especialmente Gtiles en el estudio de
sindromes linfoproliferativos sobre tejido fijado en formol e incluido en parafina, por ser esta
la situacion mas comun ante la que se encuentra el patélogo. Cabe sefialar aqui que la
incorporacion de nuevos Ac que funcionan correctamente en parafina, junto al avance en el
conocimiento de métodos de desenmascaramiento antigénico, han hecho que los estudios en
congelacion hayan quedado restringidos a situaciones especificas, pudiendo estudiarse hoy
correctamente la mayoria de los sindromes linfoproliferativos y entidades relacionadas sobre
tejido procesado de forma rutinaria. Las ventajas de esta situacién son una mayor facilidad de
manejo y disponibilidad de material, el analisis retrospectivo sobre material de archivo y la
mejor conservacion arquitectural y citoldgica de la lesion objeto de estudio.

DESARROLLO DE LINAJE Y EXPRESION DE ANTIGENOS
CELULASB

La identificacion caracteristica de las células B maduras es la presencia de los
antigenos receptores de moléculas compuestas por inmunoglobulinas de dos cadenas pesadas
y dos ligeras  unidas por uniones disulfuro. Las inmunoglobulinas son heterodimeros
complejos de Ig alfa (CD79a) y Ig beta (CD79b) los cuales constituyen transduccion- sefial
elementos receptores de células B. La diferenciacién de las células stem de los linfocitos B
maduros procede de cuatro pasos que pueden ser identificados por el patron celular de
expresion de inmunoglobulinas. EI temprano comprometimiento de las células de medula 6sea
hacia el desarrollo de linaje B tiene arreglos de diversidad y unién (DJ) de las regiones de
cadenas pesadas del gen de las inmunoglobulinas pero no sintetiza proteinas de
inmunoglobulinas. La expresion temprana de células pre B en la superficie CD10, CD19,
CD24, CD34, HLA-DR y citoplasmatico CD22, CD79a, CD79b y el nuclear TdT. (*®. La
expresion del antigeno comun leucocitario, CD45 es inicialmente un pico pero se incrementa
con la maduracion celular .La reordenacion funcional de las inmunoglobulinas del gen de las
cadenas pesadas es el comienzo para la aparicion de las cadenas u en el citoplasma y promete
la diferenciacion temprana de las células pre-B al estado pre-B. Los linfocitos jovenes pre-B
son las primeras células que expresan en su superficie CD22 y este es seguido por la aparicién
del CD20. Durante el estado de maduracion de las células pre-B (fase transcicional de pre-B)
de linfocitos, débilmente expresan en su superficie cadenas pesadas mu pero no cadenas
ligeras kappa o lamda (**?. Como en estado pre-B final desaparecen TdT, CD34 y CD10.
La expresion de inmunoglobulinas de superficie se acompafia por un incremento en la
densidad de CD20 y en algunas células aparece el CD21 el receptor de CD3 y Epstein-Barr
virus. Los linfocitos B maduros migran hacia la poblacion de la medula 6sea, foliculos
linfoides y nodulos, bazo, placas de Séller, y tejido de amigdalas. En este tejido linfoide



secundario el gen de las inmunoglobulinas de cadena pesada de células B pasan por otro
rearreglo resultando en una produccion de IgD o en un completo switch de produccién de 1gG,
IgA, o IgE. El switches de las inmunoglobulinas toma un lugar en los foliculos linfoides
donde se activan antigénicamente a células B proliferando en el centro germinal. *® Las
células B germinales (centroblastos y centrocitos) comparten algunas similitudes con células
pre-B y ambas expresan CD10 y tienen una alta pro pencidad para la apoptosis, esas células
no expresan TdT o CD34. Los centrocitos que no se someten a apoptosis forman
plasmoblastos que en la medula ésea o regiones medulares de nodulos linfoides donde ellos
maduran a células plasmaéticas o llegan a ser células de memoria que salen del centro germinal.
Las células plasmaticas pueden secretar grandes cantidades de inmunoglobulinas pero no
exponer inmunoglobulinas de superficie, CD19, CD20, CD22, o HLA-DR.
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Antigenos de diferenciacion en la medula dsea.

El desarrollo de las células B maduras depende del contacto con las células stromales, las
diferentes células estromales estan involucradas en varios estados de diferenciacion. Stroma es
un término genérico que incluye una variedad de células tales como fibroblastos, células
endoteliales, macrofagos y adipositos. Las células estromales regulan el desarrollo de las
células B en un gran ndmero de pasos: (1) por interaccion directa, (2) por formacion de la
matriz extracelular (coladgena y proteoglicanos) con regulacion de la migracion celular y la
unién de factores de crecimiento, (3) por liberacion de citokinas.
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La superficie de la IgM es monomerica y esta consiste de solo una de las cinco subunidades,
que hacen de la IgM pentamerita en suero. La IgM consiste de tres dominios: extracelular
(similar al monoémero de la molécula de IgM del suero), transmembrana (20-25 aminoacidos),
y la intracelular (3 aminoacidos). Porque el dominio intracelular de la IgM es de solo 3
aminoacidos largos, esto es incapaz de iniciar una sefial de transduccion. Esta funcién es
llevada fuera por esta asociacién de polipéptidos Igo/IgB u otra cola citoplasmatica larga
facilita la interaccion con proteinas tiroxina kinasa de la cascada de sefalizacion. Esas
interacciones son mediadas por una Unica secuencia de aminoacido presente en la Iga y Igp de
la cola citoplasmatica, ahora como el Inmunoreceptor Tiroxina — base activada o ITAM.

CELULAST

Algunos estudios indican que los linfocitos T son derivados de las células pluripotenciales
de la medula 6sea que expresan CD34, CD7, CD33, y posiblemente CD2
El compromiso de las células stem de la medula 6sea del linaje de células T toma lugar en el
timo implicito la influencia de células stromales del timo. Las células tempranas confirman el
desarrollo de las células T se encuentran en la areas corticales de los I6bulos del timo y son
identificados por la expresion de CD34, CD7, CD5, CD2, CD3 citoplasmatico y TdT.



Subsecuentemente el receptor B de células T (TCRp9) las proteinas de unidn sustituyen las
cadenas alfa (términos pTa por células pre-T-cell a y este receptor pre-TCRpes transportado a
la superficie celular .La expresion de este receptor resulta en la expansion y progresion de las
células tempranas T en un estado de timocito comdn compuesto  de
CD34/CD7/CD5/CD2/CD4/CD8-células positivas (llamadas células dobles positivas porque
de la coexpresion de CD34 y CD8). Estas células dobles positivas pueden solo expresar CD10,
CD21y CD1a. Durante el estado comun timocitico, pequefias cantidades de CD3 en compafiia
de TCRa y proteinas p (TCRp) o loa perdida comun de los proteinas gama y delta, aparecen
en la superficie celular (células CD3). Muchas de estas células dobles positivas mueren por
apoptosis como resultado de los receptores de TCR, no siendo viable el reconocimiento de
antigenos MCH (muerte por seleccion positiva) Las células positivas sobreviven la seleccién
incrementando su densidad de los receptores en la superficie de CD3 y TCR y cesa la
expresion de CD1,Cd10, CD21, TdT y tampoco de CD4 o CD8..Ese estado celular tardio del
timo (solo el termino de células positivas porque de la expresion de otros CD4 o CD8) son
sujetos a caracteristicas de seleccion positiva. La expresion de CD3+, CD4+, o CD3+, CD8+
en las células es exportada del timo hacia la via del sistema circulatorio al tejido linfoide
periférico.”*%>
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1.- Doble negativo: poco antes de llegar al timo, las células progenitoras blastos se dividen
grandemente encontrandose en la corteza subcapsular. ElI marcador CD34 vy el
intracitoplasmatico CD3 son caracteristicos de esos progenitores, las células son fuertemente
negativas para CD4 y CD8, dos importantes marcadores de linaje T; por esta razdn las células
en este estado son conocidas como doble negativo, esas células son TdT (deoxynucleotidil
transferasa terminal) positivo.

2.- Doble positivo: el segundo estado de diferenciacion celular yBT esta caracterizada por el
seguimiento en el cambio fenotipico: perdida de CD34, la presencia de CD3 con el receptor de
células T (TCR) en la superficie de la célula, y la coexpresion de CD4 y CD8 que define a las
células como dobles positivas. EI marcador CD1 es caracteristico en este estado de
diferenciacion. Las células ahora cambian en el interior de la corteza donde ellas constituyen
el 85% de los timocitos.

LINAJE MIELOIDE Y MONOCITICO

Parecido a los linfocitos T y B el linaje mielocitico y monocitico puden expresar antigenos
comunes .Los mieloblastos expresan tempranamente CD34 y HLA-DR, pero los pierden en el
estado promielocitico .%° .La expresién del CD123 ocurre en la superficie de los granulocitos
comprometidos con células stem de progenitores monociticos ,incrementan en la maduracién
granulocitica y disminuye con el desarrollo monocitico .La glicoproteina Cd14 es expresada
fuertemente en los monocitos y macrofagos pero solo débilmente o no en todas las células
monociticas inmaduras .Algunos neutrdfilos pueden producir pequefias cantidades de CD14.
Las moléculas CD15 (complejo de glicoproteinas y glicolipidos tienen un penta sacarido
comun terminal lacto-N-fucopentosa Ill o antigeno de Lewis) es inicialmente detectado en
promonocitos y mielocitos tempranos, y se incrementa con monocitos y maduracion
granulocitica .El antigeno CD33 es expresado por las células stem que da un ascenso a
colonias hematopoyeticas mixtas con ensayos invitro. La expresion de CD33 disminuye
ligeramente con la maduracion mieloide pero es claramente en todos los estados de desarrollo
monocitico.

Dos moléculas intracelulares, mieloperoxidasa y lactoferrin son marcadores provechosos para
asignacion de diferenciacion mieloide .La mieloperoxidasa es un componente primario de los
granulos azurdfilos, la enzima lactoferrin esta contenida en los granulos especificos
secundarios ,Mas tarde los mieloblastos contienen mieloperoxidasa pero no lactoferrin por lo
tanto mielocitos ,metamielocitos y neutréfilos producen mieloperoxidasa plus lactoferrin.”

LINAJE MEGACARIOCITICO Y ERITROIDE

La expresion de megacariocitos maduros antigenos de plaquetas CD36, CD41, CD42, CD61, y
factor V111, @ %)

Pierden este conocimiento sobre los antigenos de superficie relacionada con los
megacarioblastos y de otras células parecidas. El estudio de células megacarioblasticas
leucémicas y estudios de células de medula 6sea normal soportan un ordenamiento y un
incremento en la densidad de los antigenos de plaquetas con maduracién megacariocitica. ¢
3 Los megacarioblastos jévenes tienen en su superficie CD4, CD33, CD34, y CD117. ®233),
La CD41a (complejo de glicoproteina I1b/ll1a) y CD61 (glicoproteina Illa) .Manifestacion de



moléculas tempranas en el desarrollo de megacariocitos seguida por la expresion de CD42b
(glicoproteina Ib) y CD36 (glicoproteina 1V) factor VIII relaciona con la manifestacion de
proteinas relativamente tarde simultineamente con el desarrollo de reconocimiento
megacariocitico.

Relativamente pocos antigenos de superficie celular en los precursores tempranos de las
células eritroides. Muchas descripciones inmunofenotipicas son derivadas de estudios de
cultivos de precursores eritroides normales y de lineas celulares leucémicas y pueden reflejar
no exactamente en estado invivo. EI CD34 solo se expresa por células progenitoras tempranas
de eritrocitos. El receptor transferrina (CD71) esté presente en todos los estados del desarrollo
eritroblastico y en reticulocitos, pero es bajo con la formacion de células maduras eritroides de
la sangre (RBC). Todos los estados de eritropoyesis nucleada (proeritroblastos y nornoblastos
ortocromaticos) expresan CD36 ¥ Glicoforina A (GPA) solo aparece durante el periodo o
estado proeritroblasto y gana gratamente una intensidad en la maduraciéon RBC. EI marcador
especifico de hemoglobina para el linaje eritroide pero no es detectable el estado de
maduracién de antes del normoblasto ortocromatico.
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La LAM se caracteriza por la ausencia en la maduracién de la clona maligna, la diferenciacion
en las células mieloides tempranas. Descripcion morfoldgica y clinica de la asociacion Franco
Americana y Britanica FAB) se muestra en este cuadro. Esta clasificacion esta basada en



morfologia y citoquimica de las células correlacionando tanto como es posible en su
contraparte con la maduracion normal de las células, la clasificacién ha sido amplificada e
incluye marcadores de superficie (Antigenos de diferenciacién de clona — CD) mas
cominmente encontrado en esas células. La mayoria de los casos de LAM no hacen
confirmacion rigidamente de esas categorias como considerable en la morfologia, citoquimica
y los marcadores CD. Ciertamente las anormalidades cariotipicas, los marcadores CD vy la
morfologia son indicadores prondsticos.

INMUNOGLOBULINAS Y REORDENACION DE GENES RECEPTORES DE CELULAS
T.

La habilidad del sistema inmune de reconocer especificamente a millones de diferentes
antigenos y epitopes antigénicos esta basada en la enorme diversidad de antigenos receptores
especificos, que estdn en la superficie unidas a la membrana inmunoglobulinas (slg)
moléculas de los linfocitos B y de moléculas receptoras de las células T (TCR).

Los antigenos receptores especificos difieren de linfocito a linfocito, pero en concreto en cada
linfocito o clona de linfocito expresa aproximadamente 10 a la 5 receptores con identificacion
especifica del antigeno. La extensa diversidad de los receptores antigeno-especifico de
linfocitos esta basada en la reordenacion de procesos afectando los genes de IGy TCR.

Los varios tipos de leucemias linfoides, parecen células linfoides normales (precursores).
Parecido a las células linfoides normales muchas de las leucemias linfoides y de los linfomas
contienen solo contados rearreglos de genes de Ig y TCR. Porque de ellos de deriva una Unica
célula linfoide transformada maligna, todas las células linfoides malignas tienen rearreglos de
genes IG y TCR con un idéntico destino. Esta informacion puede ser empleada para valorar la
linfoproliferacion de la clona. %

USO DE LA CITOMETRIA

El valor diagnostico del inmunofenotipo por la citometria de flujo en sangre periférica o de
medula Gsea es establecida para el seguimiento de las malignidades hematopoyeticas:
Leucemias agudas linfoblasticas o mieloides, crisis blasticas en sindromes mieloproliferativos
cronicos o en la transformacion de sindromes mieloproliferativos con transformacion
leucémica o enfermedades linfoproliferativas crénicas (células de linaje T, B, y NK). El
principio de prueba a prueba estd basado en la identificacion de un Gnico o maltiples antigenos
de membrana superficiales o intracelulares en suspension simultdneamente con esas células
caracteristicas de light scatter, las células nucleadas son reducidas drasticamente antes del
analisis por gradiente de densidad enriquecido con células mononucleares y o procedimiento
de lisis de eritrocitos, los antigenos son detectados con un fluorocromo mAbs, mas
frecuentemente con un fluorocromo fluorescente (IF)).

CITOMETRIA DE FLUJO

El objetivo de este estudio es aprovechar los avances para interpretar leucemias agudas por
analisis de citometria de flujo combinando el disefio y la intensidad en la expresion del
antigeno para llegar a un diagnostico definitivo. La seleccidn del gating (poblacién) es crucial
para aislar las células anormales por que el fenotipo leucémico puede ser determinado en una
poblacion lo més pura posible. Muchas de las leucemias involucran el analisis de medula 6sea.



El gating de Standard forward (tamarfio de las células) y side scatter (complejidad 6 en otro
termino textura de la célula) no es optimo para la separacion de células de medula 6sea porque
coincidencia entre monocitos, blastos, mielocitos, promielocitos y metamielocitos. Como las
células maduras de la medula dsea ellas expresan un incremento en CD45 .esto cuando el
CD45 es combinado con side scatter, el cual separa los linajes basado en los constituyentes. La
infiltracion a la medula 6sea de células inmaduras o blastos es mas facilmente reconocida con
el argumento de CD45 versus side-scatter mas que el tradicional gating forward side-scatter.
La leucemias mieloides agudas (AML). AML es subclasificada tradicionalmente por
morfologia y citoquimica de acuerdo a la French-American-British (FAB) este criterio fue
modificado por el promotor Workshop Instituto Nacional de Cancer que incorporo los datos
inmunofenotipicos .Aunque el principal papel de la citometria de flujo es proveer datos
inmunofenotipicos, la morfologia celular puede ser examinada por ambos forward side-scatter
(16) 11y CD45 —side-scatter. En objetivo de este trabajo es sacar provecho de los diferentes
métodos que se encuentran disponibles para una mejor clasificacion de una leucemia como
pueden ser la morfologia, citometria de flujo y las cambios genéticos y estructurales de una
célula como lo son las translocaciones cromosomicas por la técnica RTPCR que mas adelante
se detallara. ¥

ANTICUERPOS UTILIZADOS PARA REALIZAR EL INMUNOFENOTIPO Y
CLASIFICAR LAS LEUCEMIAS AGUDAS DE PACIENTES DEL HOSPITAL CENTRAL
SUR DE ALTA ESPECIALIDAD.

Anticuerpos mieloides

CD45, CD34, CD33, Cd117,CD14, CD13

Anticuerpos plaquetarios

CD41

Anticuerpos eritrocitarios

GLICOFORINA A

Anticuerpos intracelulares

cMPO,cCD79a,cCD3

Anticuerpos linfocitarios

cCD2, CD20, CD10, CD19, CD4 FITC/ CD8 PE / CD3 PE-CY5

CITOGENETICA DE LAS LEUCEMIAS AGUDAS

La hipotesis propuesta por Boveri en 1914 ,de las mutaciones cromosomicas en las células
somaticas estd asociada con carcinogénesis, tiene una direccién en la apreciacion y la
contribucién de la citogenética aplicada a la investigacion del Céancer(1) .En el presente las
evaluaciones citogenéticas son consideradas esenciales para el diagnéstico ,accién , estrategia
terapéutica y el monitoreo de muchas neoplasias La identificacion de los primeros cambios
cromosomicos en el cancer humano fueron las primeras asociaciones de las enfermedades
hematoldgicas. Recientemente correlaciones similares en tumores solidos tienen
marcadamente un incremento. La identificacion de las distintas aberraciones cromosomicas y
de otras asociaciones clinico patoldgicas surgieron durante los 80s principalmente el proyecto
de sugerencia para la clasificacion de leucemias agudas (el sistema MIC) que esta basado en la
morfologia (M), inmunologia (I) y citogenética ©. Las anormalidades citogenéticas



especificas en leucemia aguda linfoblastica (ALL) pueden ser relacionadas con el
inmunofenotipo con la excepcion de la translocacion t(8;14) (q24.1;912-21), y las variantes
de ALL L3 ellas no correlacionan con los FAB subtipos de clasificacion morfoldgica, en
contraste varias anormalidades cromosomicas (ejemplo t(8;21)(922;q922), t(15;17)(g22;q12-
21), inv (16)(p13.1;922) tienden a ser asociadas con una morfologia especifica caracteristica
de las leucemias mieloides.™”

CONSECUENCIA DE LAS ANORMALIDADES CROMOSOMICAS EN EL
DESARROLLO DE UN TUMOR

Las anormalidades cromosomicas en el desarrollo del tumor fue investigada proporcionando la
intuicién de cdmo se activan los proto-oncogenes por las anormalidades cromosomicas que
son afectados por el desarrollo del tumor. Los resultados indican que la estructura termo
molecular y funcién de las proteinas son creadas por las anormalidades cromosomicas. Por lo
tanto tumor-especifico la fusién de las proteinas es producto de las translocaciones. ©?

GENETICA MOLECULAR DE UNA LEUCEMIA

El objetivo principal es la investigacion del cancer la identificacion de los genes responsables
para la génesis y progresion del cancer. ®® El rapido progreso en las técnicas de secuenciacion
de DNA vy los anélisis seran indispensables para la relaciéon final de este objetivo, pero la
investigacion de esos genes es gratamente simplificada si la anormalidad genética puede ser
visualizada en niveles citogenéticos. Muchos de esos recientes progresos en la investigacion
de leucemias son posibles por esta razon.

Los extensos estudios citogenéticos en un gran numero de pacientes con leucemia es
establecer que tienen una fuerte correlacion entre la citogenética y el fenotipo clinico de
leucemias en particular. En realidad las translocaciones cromosomicas estdn presentes en
muchas de las leucemias humanas y son débilmente usadas para el diagnéstico clinico y
pronostico también. EI nivel molecular de la translocacion es de un valor especial porque ellas
identifican inmediatamente el lugar preciso en el genoma investigando el, gen potencialmente
cancerigeno. El punto de rompimiento del cromosoma puede ahora ser clonado y secuenciado
eficientemente y los genes referidos pueden ser rapidamente identificados. En varios
momentos a lo largo de la informacion secuencial tiene a definir funciones potenciales de
esos genes parecidos al encontrado en algunos factores de trascripcién o tiroxina kinasas .Esta
clase de informacion permite rapidamente desarrollar modelos de pruebas para explicar otras
potenciales leucomogenesis. En otros momentos los genes son novedosos y no mecanismos
leucomogenicos estos aparecen inmediatamente.

Para ambas situaciones el principal cambio es el uso de la informacion genética y el
entendimiento la subsiguiente biologia de la leucemia y otro indicio en la intervencion
racional de la terapéutica. EI nimero de translocaciones clonadas para leucemias humanas o
linfomas se ha incrementado drasticamente en los Gltimos 8 afios. Una de las consecuencias
de este efecto de clonacion es que el tema comun de la cantidad de genes afectados por esas
translocaciones son el inicio de la manifestacion. Muchos esos genes codifican factores de
trascripcion, lo cual guia a los conceptos de que las leucemias pueden ocurrir por alteraciones
en el regulador maestro de proteinas que controlan el desarrollo hematopoyetico y la
diferenciacion programada. Como funciones especificas de esas proteinas son definir, llegando



a ser esto claro que los distintos genes afectados por translocaciones cromosomicas
independientes utilizando sus efectos en comdn en la ruta de sefiales de transduccion. ¢

EL PAPEL CRITICO DE LAS TRANSLOCACIONES CROMOSOMICAS EN LAS
LEUCEMIAS HUMANAS

Las translocaciones cromosomicas juegan un papel significante en la biologia molecular de la
leucemia. La clonacion de genes semejantes como MLL (leucemia de linaje mixto mieloide-
linfoide que el punto de rompimiento en la translocacion elucida su funcion en las células
normales y la alteracion de sus funciones en la células malignas, contribuyendo la morfologia
y el fenotipo en estas enfermedades .Otros genes identificados por clonacion en las
translocaciones son nuevos que fueron previamente desconocidos en el genoma humano. ©¥
La identificacion del gen MLL en la banda 11923 en las translocaciones es importante para la
caracterizacion y el tratamiento de leucemias. Sin embargo el anlisis citogenetico no siempre
encuentra una translocacion y en muchos genes compafieros de MLL hacen una detencién
molecular dificil. Se han desarrollado técnicas por transcripto reversa primera cadena de
cDNA con oligonucleotidos contenidos que codifican la secuencia 5° de MLL del punto de
rompimiento de la region 5 terminal y exameros random en la terminacion 3", la secuencia
de MLL conocida fue adjunta a un compariero de secuencia desconocida. Esto permitio la
formacion de stem-loop templetes con el punto de fusion de un transcripto quimérico en el
loop y en el uso de MLL primer en dos sitios PCR. Las pruebas fueron validadas para la
deteccion de transcriptos fusionados conocidos y los transcriptos para el alelo normal de MLL
en la linea celular MV4-11 .El cDNA de una PCR se uso para la identificacion de los
transcriptos fusionados en dos casos de tratamiento relacionado con leucemia mieloide aguda
donde el cariotipo fue normal y los genes asociados desconocidos . EI cDNA de PCR revelo
la fusion de MLL con AF-10 en un caso y la fusion de MLL con ELL en el otro caso.
Alternativamente el spliced de transcriptos y el monitoreo del gen fue detectado por el
metodo. El cariotipo normal en las leucemias puede contener translocaciones misteriosas de
MLL con una variedad de genes comparieros.

GENETICA MOLECULAR EN LAS LEUCEMIAS AGUDAS LINFOBLASTICAS

Auque en muchos de los casos de leucemias agudas linfoblasticas (ALL) no sugieren un
reconocimiento en condiciones genéticas predisponentes, esta enfermedad estd todavia
considerada como que tiene una genética béasica. Esto es los cambios somaéticos
genéticamente adquiridos contribuyen a un principal camino en la patogénesis de ALL vy tiene
un importante aplicacion para el diagndstico y tratamiento. Las lesiones genéticas adquiridas,
restringen la clona leucémica incluye cambios en ambos el niUmero y

estructura de los cromosomas en la célula blastica. Las alteraciones estructurales dan como
resultado translocaciones reciprocas, inversiones, delecciones, amplificacion del gen y
mutaciones puntuales. Augue muchas de estas anormalidades son detectables por analisis
citogenéticos de rutina otros requieren de técnicas moleculares. La identificacion molecular
de los genes localizados es el sitio de esa alteracion tienen una direccion es la aislacion y
caracterizacion de numerosos oncogenes y genes supresores de tumor, previendo un indicio
valorable en el mecanismo de leucomogenesis. ¢ 79

ACTIVACION DE PROTO-ONCOGENES



El cariotipo estandar puede identificar translocaciones cromosomicas, incluyendo en ambas
recurrentes y reordenamientos random, sobre el 50 % de los casos de nifios con ALL. Cuando
los ensayos moleculares son usados con andlisis citogenéticos evidencian una translocacion
esto aproximadamente sobre el 75% de los casos. Muchas de las translocaciones de ALL
seguido interrumpen genes que codifican para factores de trascripcion, definidas como
proteinas de unién DNA e interactdian con otras proteinas celulares. ¢ "%
Los factores de trascripcion pueden ser clasificados por compartir partes estructurales,
sugiriendo que los miembros de cada grupo pueden estar involucrados en procesos de
regulacion similares. En agregacion, muchos de estos factores de trascripcion involucrados en
las leucemias humanas comparten homologia con la llave para el desarrollo de esas proteinas.
A continuacion se muestra en la tabla las translocaciones més frecuentes y los genes afectados.

ANORMALIDAD FRECUENCIA FENOTIPO BANDA DEL CROMOSOMA/GENES
APROXIMADA | ESPECIFICO | INVOLUCRADOS
%
5-6 Pre-B en el 90% | 1g23/PBX1 19p13.3/E21A
t(1;19)(g23;p13.3) de los casos
t1(9;22)(g34;911.2) 3-5 Linaje B en el 90 | 99g34/ABL 22011.2/BCR
% de los casos
t(4;11) 2 Pre-B  tempranas | 4q21/AF4 11g23/MLL (ALL1)
en el 80 % de los
casos
t(1,;11)(p32;923) <1l Pre-B tempranas 1p32AF1P 11923 MLL(ALL1Y)
t(9;11)(p22;923) 1 Pre-B tempranas 9p22/AF9 11g23/MLL (ALL1)
t(11;19)(g3;p13.3) 1 Pre-B tempranas y | 11923/ MLL (ALL1) | 19p13.3/ENL
Células-T
t(5;14)(q31;932) <1 Eosinofilia 5031/IL3 14932/IGH
t(17;19)(922;p13.3) | <1 Pre-B tempranas 17922/HLF 19p13.3/E2A
t(12;21)(p13;922)b <1 Pre-B tempranas y | 12p13/TEL (ETB6)b | 21g22/AML1
pre-B (CBFA2)
t(9;12)(q34;p13) <1 Pre-B tempranas y | 9q34/ABL 13pl13/TEL(ETV6)
pre-B
del(6q) 4-13 Linaje no | desconocido No aplicable
especifico
T(9p;V) y del(9p) 7-12 Linaje no | 9p22/p16(MTS1) Variable 0 no
especifico p15(MTS2) y | aplicable
p19ARF
t(11923 ;V) y |35 Linaje no | 11g23/MLL (ALL1) | Variable 0 no
del(11q) especifico aplicable
t(12p13;V)y (12P) | 10-12 Linaje no | 12p13/TEL (ETV6)b | Variable 0 no
especifico aplicable
t(8;14)(924 ;1;932) |3 Células B en el 90 | 8g24.1/MYC 14932/I1GH
% de los casos




t(2;8)(p12;q24.1) <1 Células B del 4-5 | 2p12/IGK 8024.1/MYC
% de los casos
t(8;22)(g24.1;,911.2) | <1 Células B del 6-10 | 8g24.1/MYC 22q11.2/1GL
% de los casos
t(11;14)(p13;911.2) |1 Células-T (7 % de | 11p13/RBTN2(TTG2) | 14911.2/TCRA/D
los casos)
t(11;14)(p15;911.2) | <1 Células-T (1 % de | 11p15/RBTNL(TTGL) | 14911.2/TCRA/D
los casos)
t(10;14)(g24;911.2) |1 Células-T (5-14 % | 10924/HOX11 14911.2/TCRA/D
de los casos)
t(8;14)(g24.1;911.2) | <1 Células-T (2 % de | 8g24.1/MYC 14911.2/TCRA/D
los casos)
t(1;14)(p32- <1 Células-T (3 % de | 1p32-p34/TAL1 14911.2/TCRA/D
p34;q11.2) los casos) (TCL5/SCL)c
t(1;14)(p34;911.2)in | <1 Células-T 1p34/LCK 14911.2/TCRA/D
v(14)(g11.2932)
inv(14)(g11.2932) y | <1 Células-T 14911.2/TCRA/D 14932/IGH
t(14;14)(g11.2;932)
t(1;3)(p32-p34;p21) |<1 Células-T 1p32-p34/TAL1 3p21/TCTA
(TCL5/SCL)c
t(1;7)(p32;943-35) <1 Células-T 1p32-p34/TALL 7034-35/TCRB
(TCL5/SCL)c
t(1;7)(p34;943-35) <1 Células-T 1p34/LCK 7034-35/TCRB
t(7;9)(q34-35;q34) <1 Células-T 7034-35/TCRB 9934/TAN1
1(7;9)(934-35;932) <1 Células-T 7034-35/TCRB 9932/TAL1
t(7;10)(g34-35;924) | <1 Células-T 7034-35/TCRB 10g924/HOX111
t(7;11)(g34-35;p13) | <1 Células-T 7034-35/TCRB 11p13/RBTN2(TTG2)
Inv(7)(p15934-35) <1 Células-T 7p15/TCRG 7034-35/TCRB
t(7;19)(q34-35;p13) | <1 Células-T 7034-35/TCRB 19p13/LYL1

Abreviacion: V, cromosoma variable.
a los porcentajes estan determinados solo por el fenotipo el cual determinado por una
anormalidad que se sabe tiene una alta frecuencia.




Los rearreglos del gen bTEL (ETV6). (Confirmados por Southern blotting) y la fusion de
transcriptos critica de t(12;21) (identificados por RT-PCR)ocurre en un 16-25 % de los nifios
con ALL de linaje B.

¢ delecciones microscopicas en TALL y ocurre de un 9-26 % en nifios con leucemia LLA de
células-T.

ONCOGENES QUIMERICOS 1(9;22)

La primera fusion de un gen descrita en ALL fue BCR-ABL creada por la translocacion
t(9;22)(q34;g11) algunas veces referido como cromosoma Philadelphia (Ph). Se tienen
estudios citogenéticos que demostraron que el cromosoma Ph esté presente en el 95 % de los
casos de leucemias mielogenas crénicas (CML), 25% de los casos de ALL en adulto, y del 3 al
5 % en pacientes pediatricos con ALL. En ambas CML y ALL lat (9; 22) de la secuencia 5
de BCR a 3" de la secuencia de ABL. (11,16). El punto de rompimiento del cromosoma 9 esta
disperso cerca de las 200 kilobases (kb) region blanco del primer intron de ABL, mientras que
el punto de rompimiento de BCR en el cromosoma 22 es un grupo de dos areas : el principal
punto de rompimiento a 5.8-kb de la region (M-bcr) en CLM y el punto de rompimiento
menor se encuentra en la region (m-bcr) en muchos de los casos de ALL con Ph positivo en
nifos.(17,21)Ph-positivo en el caso de ALL en adultos contienen puntos de rompimiento en
M-bcr o m-bcr. Los genes fusionados creados por la ruptura en M-bcr (tipo de rompimiento
CML) codifica a 210-kilodalton (kDa) proteina fusionada (p210), mientras que la fusion
ocurre en m-ber (tipo de rompimiento ALL), la proteina codificada a 190-kDa (p190). (22,24)
libro pagina 197, 198,199. "

EL CROMOSAMA PHILADELPHIA

El cromosoma Ph se encuentra localizado en el cromosoma 22 y es el resultado de una
translocacion reciproca, t(9;22)/q34;q11) entre el brazo largo del cromosoma 9 y 22 .este es el
sello de CML vy se encuentra en el 95% de los pacientes. Y solo se encuentra en el 5% en el
caso de nifios y de 15 a 30% en adultos con leucemia linfoblastica aguda y en el 2 % de los
pacientes recién diagnosticados de LAM. En la translocacion del Ph se suma el segmento 3
del gen ABL del cromosoma 9934 a la parte 5" del gen BCR en el cromosoma 22g11, creando
un gen hibrido BCR-ABL gen que transcribe un RNAm quimérico BCR-ABL. EI gen ABL
codifica a un no receptor de tiroxina kinasa con un peso de 145kd (P145ABL) este tiene 11
exones Y se extiende sobre 230 kilobases (kb). EI punto de rompimiento del gen ABL ocurre
normalmente en la parte 5 (hacia el centromero) del exon 2 de ABL. Del exon 2 al 11 de
ABL (solo llamado del 2 al 11) son transportados al a la region del punto de rompimiento
principal (MBCR) del gen BCR del cromosoma 22 entre los exones 11 y 16 (solo referidos
como bl a b5) los cuales se extienden sobre las 5.8 kb. El punto de rompimiento localizado de
BCR tampoco cae en 5" entre los exones b2 y b3 0 3" (sobre el telomero) entre los exones b3y
b4. La fusion del gen BCR-ABL con b2a2 o b3a3 son creados juntos y transcritos a 8.5kb del
mRNA. La fusion del mRNA es trasladado a una proteina quimérica de 210 kb llamada p210
BCR-ABL, en muchos de los casos las células CML tampoco tienen transcritos b2a2 o b3a2,
pero en el 5% de los casos, los eventos del splcing alternativo siguen la expresion de ambos
productos. La caracteristica clinica, responde al tratamiento, y el prondstico es similar al de
pacientes con trascritos b2a2 t estos con trascritos b3a2 excepto por conteo alto de plaguetas
en pacientes con trascritos b3a2.



En el 50% de los adultos y en el 80 % de los nifios con Ph positivo en leucemia aguda
linfoblastica y en raros casos de CML, el punto de rompimiento en el cromosoma 22 cae en 5
del M-bcr dentro del segmento Ilamado la region menor del punto de rompimiento (m-bcr). El
splicing sale del exon el” y e2” formando trascritos BCR-ABL que son trasladados en
pequefios proteinas fusionadas BCR-ABL de 190kd, termino p190BCR-ABL. Un tercer punto
de rompimiento se localiza en el gen BCR que es identificado como la region 3" de M-bcr
entre los exones e19 y €20 (el mu-bcr); este traslado en la fusion del trascrito junto con el
el19a2.El producto trasladado es una proteina de 230 kd término p230 BCR-ABL.

La expresion de 190BCR-ABL puede ser asociada con monocitosis y la expresion de p230
BCR-ABL puede ser asociada con leucemia neutrofilica crénica y la variante con
trombocitosis.

La evidencia del papel de trascritos de BCR-ABL como mediadores centrales de la
proliferacion mieloides y transformacion en CML con modelos para experimentos in vivo

in vitro para el desarrollo del tumor. ©% 5"
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GEN E2A-PBX1 TRANSLOCACION t (1; 19)

La tras locacion cromosomica t (1; 19) es creada por la fusion de una proteina nombrada
E2A/PBX1. Esta proteina es detectada en el 25% de los casos en nifios con LLA pre-B y solo
se han reportado en el presente en algunos casos en adultos con ALL.

En las células B normales el gen E2A codifica tres diferentes factores de trascripcién E12,
E47, y ITF-1/E-25 los cuales se derivan de un splicing alternativo del trascripto E2A.Esas
proteinas pertenecen a la familia basica helix-loop-helix (bHLH) de factores de trascripcion.
Estas tienden a mostrar que esta familia de proteinas forman homo y heterodimeros por
interaccion auque su motivo respectivo es bHLH. Esos complejos dimericos forman
trascriptos tejido-especifico que regulan factores involucrados en varias rutas de desarrollo.
PBX1 es la otra cabeza, el gen homeobox pertenece a la familia y los miembros son PBX1,
PBX2, y PBX3. PBX1 se expresa en todos los tejidos excepto en células de linaje By T. El
hemodominio de pbxl unido a la secuencia ATCAATCAA. Ahi hay un alto grado de
secuencia homologa entre el hemodominio de pbxl y el represor de levaduras a2. En
agregacion pbxly la proteina Exd del hemodominio de Drosophila son cerradamente
relacionadas. Por lo tanto esto tiende a sugerir que pbx1 puede funcionar como un trascrito
regulador con interacciones directas a otras proteinas hemodinamicas. La fusion de la proteina
E2A/pbx1 consiste de una porcién N-terminal de 483 aminoacidos derivados de E2A
fusionando con 342 o 259 amino&cidos para el C-terminal de pbx1. EI motivo de bHLH
incluyéndole dominio de union de DNA del E2A esta dafiado como resultado de la fusion,
pero el dominio de activacion de E2A esta retenido en la fusion de proteina. Se sabe poco de
los mecanismos oncogénicos conferidos a la proteina quimérica E2A/pbx1. Esto demuestra
que el gen reportado construye el contenido de pbx1 region hemodindmica que contiene el
motivo de unién al DNA esta trascripto por E2A/pbx1 pero no solo por pbx1. Esta direccion
postula que la activacion incorrecta espacialmente y temporalmente de pbxl a los que
contribuyen los genes responsables del fenotipo de ALL pre-B. Sin embargo en estudios con
ratones transgenicos muestran que la region E2A es esencial y que el hemodominio pbx1 es
indispensable para el desarrollo de linfomas malignos. Este encuentro sugiere que la fuerte
oncogeénesis puede ser causada por la interaccién entre las proteinas celulares y E2A/pbx1
iniciando interacciones de hemodominio DNA .Los paciente leucémicos que traen la
translocacion t(1;19) y que expresan la proteina fusionada E2A/pbx1 son asociadas con un
peor diagnostico .Esto no demuestra como la anormalidad genética confiere semejante



agresividad. Sobre el 85% de los pacientes con ALL con t(1;19) expresan trascritos E2A/pbx1

exhibiendo algunos puntos de rompimiento. Anticuerpos monoclonales especificos (MoAbs)

formados para el nuevo epitope por la union de la region de E2A/pbx1 la fuerte proteina

quimérica puede ser clinicamente valorable también para su diagnostico por la delineacion de

los mecanismos involucrados en la oncogénesis y la agresividad asociada con el peor
2ati H P4 H (11, 58, 59,60, 61, 128, 129, 130, 131)

pronostico. A continuacion se muestra en el diagrama.
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La fusion de E2A-PBXL1.EIl gen E2A, se localiza en el cromosoma 19 y codifica a una proteina
que contiene 2 dominios N terminal transactivados AD1 y AD2 y contiene un C terminal
helix-loop-helix y una region basica del dominio de DNA-binding (bHLH). PBX esta
localizado en el cromosoma 1 codifica a una proteina con un dominio homeobox DNA-
binding (HD). La t(1;19) es creada por la fusion E2A-PBX1 conteniendo los dominios de
transactivacion producidos de E2A y la homeodomain de PBX. Los puntos de rompimiento se
indican arriba en el dibujo. E2A-PBX unen al DNA en cooperacion con otra proteina HOX
gue activan la trascripcion de los genes blanco.

GEN E2A-HLF t (17; 19)

En raros casos de ALL lat (17; 19) (g22; p13) fusiona la terminacion amino terminal dominio
tras activacional de E2A al del carboxilo terminal DNA-unido y el dominio dimerizante de la
base leucina trascripcion cerrada de factor HLF. HLF el cual es normalmente expresado en el
higado pero no en el las células linfoides llevando homologia con DPB, gen promotor de
albumina D-box-proteina de union, y TEF, la cual transactiva el gen de expresion de la
hormona tiroides-estimulada.(83,87)libro. E2A-HLF une la secuencia especifica de DNA y
transforma NIH-3T3 en cultivo de fibroblastos. Aunque E2A-HLF puede unir el DNA
tampoco como un heterodimero o como un heterodimero con HLF y proteinas relacionadas,
una mutacion E2A-HLF palpable solo de la hemodimerizacion de las células trasformadas
también como un tipo silvestre de E2A-HLF. La transformacién leucémica requiere de ambos
dominios transactivados de E2A y de la leucina zipper del dominio dimerizado de HLF,
sugiriendo que la proteina quimérica, actuando como un heterodimero, juega un papel en la
leucomogenesis por una regulacion aberrante de los genes blanco que controlan la fase
temprana de los progenitores linfoides.



APOPTOSIS REVERSA POR LA ASOCIACION DE LEUCEMIA CON FACTOR
QUIMERICO DE TRANSCRIPCION E2A-HLF

El gen fusionado de E2A-HLF, formado por la accion de la translocacion cromosomica t (17;
19) maneja la transformacién leucémica de los precursores temprano de células B pero el
mecanismo de esta actividad desconoce el resto. En este Art. Se reporta que las células
leucémicas humanas llevan la translocacion t (17;19) rapidamente a la muerte por apoptosis
cuando programaron la expresién de un dominio negativo supresor de la proteina fusionada
E2A-HLF ,indicando que la oncoproteina quimérica probablemente afecta ligeramente la vida
celular mas que el crecimiento celular. Por otra parte cuando se introduce al interior murina a
linfocitos pro-B, la fusién oncogénica de la proteina reversa E2A-HLF une la interleucina 3
dependiente y p53 mediador de apoptosis. La cerrada homologia de la region bésica leucina
zipper (bzip) DNA-unién y dimerizacion del dominio de HLF para que el CES-2 proteina
especifica de muerte celular de Caenorhabditis elegans sugieren un modelo de
leucomogenesis en el cual el block E2A-HLF es un paso temprano dentro de una célula
conservada evolucionadamente en el camino a la muerte. (62)

Este resultado también como la homologia entre HLF y CES-2 a C. elegans proteina que
regula la muerte programada de las células especificas en el nematodo sugieren que E2A-HLF
interfieren con el camino normal de la apoptosis en los linfocitos pro-B. Porque esto es raro el
significado clinico de la translocacion t (17; 19) es desconocido. De siete pacientes quienes
expresaban en sus blastos E2A-HLF, cada uno tubo una muerte por leucemia a pesar de la
terapia agresiva, sugiriendo que la que la quimioterapia en esos casos puede ser mediada por
E2A-HLF inhiben la apoptosis. V)

UNA RTPCR DETECTA mRNA CON ANORMALIDADES HETEREOGENEAS
QUIMERICAS EN LEUCEMICAS CON 11923.
Leucemias con la translocacion 11923 son clinicamente Unicas siendo comun en infantes de
un afio de edad y demostraron una caracteristica bifenotipica o linaje mixto.
Citogenéticamente mas de 10 loci del cromosoma son encontrados y son involucrados en la
translocacion 11923 como cromosomas comparfieros. En la leucemia infantil, t (4; 11) (921;
g23) y t (11; 19) (g23; p13) se observan frecuentemente asociadas especialmente con leucemia
linfoblastica aguda (ALL). Leucemias agudas con t (9;11)(p22;923) tienen caracteristicas
monociticas y algunas de las translocaciones comunes reportadas solo son encontradas en
leucemias secundarias ligadas a tratamiento con inhibidores de topoisomerasas Il de DNA,
tales como etoposide y teniposide.
Recientemente los genes involucrados en la translocacion 11923 pueden ser clonados y
caracterizados. Uno de esos, MLL (varios llamados ALL-1, HRX, o HTRX), codifican un
polipéptido de 3,963 aminoécidos homologos a Drosophila trithorax, conteniendo dos
supuestos DNA-union, el motivo consiste de tres motivos AT-hook y dos diversos dominios
de dedos de zinc. Casi todos los puntos de rompimiento en las leucemias con translocacion
11923 permanecen en una region del gen MLL. Pero esta translocacion de dos supuestos
motivos DNA-unidn son alterados y el gen MLL esta fusionado en el cromosoma compafiero
semejante como LTG4 (FEL/AF-4) LTG9 (AF-9) o LTG19 (ENL), resultando en la fusién de
un mRNA codificando proteinas quiméricas.

En este estudio se analizo la fusién de los puntos, de 7 muestras con t (4; 11) 8 muestras
con t (9;11), 9 muestras con t (11;19), una muestra con la t(11)(g23) por RTPCR. Art. 63



Las translocaciones comprometidas HRX se estan viendo en la mayoria de los casos de
leucemias agudas linfoblasticas (ALL) y el tratamiento induce una leucemia mieldégena aguda
secundaria (AML).

La translocacion t (11:19) (g23; p13.1) juega un papel importante en la patogénesis de la
leucemia mieloide en paciente de edad. Art.65

El gen MLL esta fusionado a ENL 6 ELL en las leucemias agudas que contienen t (11;
19)(g23; p13) . Aunque ENL y ELL esta localizada en el cromosoma 19, banda p13.1,
respectivamente, esos puntos de rompimiento no siempre son distinguidos por citogenética
standart por lo tanto se debe usar RTPCR. ©©

TEL-AML1 t (12; 21)

Hace 25 afios el prondstico de leucemia linfoblastica aguda en nifios (ALL) era muy pobre y
muchos de estos sobrevivian solo 2 6 3 meses después del diagnostico. Con los protocolos de
quimioterapia actuales, mas del 90% de de los nifios con ALL en curso de remision completa
(CR) lo principal de esto sera que estan libre de enfermedad (continua en remisién completa,
(CCR) durante mucho tiempo.

En el futuro se incrementa el rango de cura y se reduce la toxicidad innecesaria, han sido
hechos para identificar los efectos bioldgicos y clinicos y las caracteristicas pronosticas del
significado diagnostico. Las anormalidades citogenéticas de las células leucémicas ayudan a
identificar a los pacientes con definicion clinica y respuesta terapéutica. Las Hiperploidias (>
50 cromosomas) identificadas subsecuentemente con ALL de linaje B con prondstico
favorable. Por contraste la presencia de translocaciones t(9;9) y t(4;11) tienen un peor
prondstico. Recientemente la translocacion t(12;21) fue considerada para ser de valor
pronostico limitado durante su rara aparicion, apenas empieza a detectarse en un 0.05% de los
pacientes. Los intentos iniciales para identificar la translocacion t(9;21) por la técnica de
FISH indicaron que su prevalencia es grandemente indeterminada. El gen TEL1 del
cromosoma 12p13 y el gen AMLL1 del cromosoma 21922 revisados por Nucifora y Rowley
recientemente han sido mostrados por estar involucrados en la translocacion t(12;21) por
técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de esta manera se han llegado a
identificar las translocaciones. La fusion de esta proteina se encuentra en los primeros 336
amino&cidos de ets factor terminado TEL (translocacion ets, leucemia solo ahora como ETV6)
unido a 21 residuos de 480 aminoacidos de AML-1B. La translocacion suprime el dominio de
union-DNA de TEL pero mantiene el AML-1 de dominio homologo (RHD; el DNA-union).
Ligado a la translocacion de proteinas del contenido-RHD, TEL/AML-1B interfiere con
trascripcion dependiente de AML-1B. TEL/AML-1B solo inhibe la translocacion basal para
un promotor constructor contenido en el receptor de células T (TCR ). Un segundo
determinante en el principal de los casos contiene TEL/AML-1B en este otro alelo de TEL es
suprimido. Este TEL es solo un punto supresor en el tumor quienes pueden perder su
cooperacion con la t(12;21) induce a leucemia. 133130

Uno de los més recientes desarrollos en ALL es la identificacion de TEL-AML1 como la mas
comun alteracion genética en estas enfermedades. La fusion de TEL-AML1 esta creada por la
t (12; 21) translocacion detectada por cariotipo estdndar en menos del 0.05% en los casos de
ALL. Sin embargo las técnicas moleculares tienen a demostrar la fusién de los genes TEL-
AML1 en aproximadamente uno de cuatro nifios con ALL. El resultado de la fusion es una
proteina quimérica helix-loop-helix (HLH) dominio de TEL es un miembro de la familia



ligada a factores de trascripcion y de la unién de DNA y dominios de transactivacion de AML-
1.Interesantemente los dominios mas tarde muestran homologia con el Runt- pair-rule de
Drosophila. Ambos TEL y AML1 son involucrados en una gran variedad de leucemias
asociadas a translocaciones. TEL originalmente fue clonado como TEL/plaquetas-derivadas,
receptores de factor de crecimiento Beta (PDGFRa) debido a la fusion de t (5; 12) en leucemia
mielocitica cronica. AMLL1 es el DNA union componente del AML1/CBFa complejo de factor
de trascripcion, el cual es el blanco méas frecuente asociadas a las translocaciones mieloides,
incluyendo lat (8; 21), t (3; 21) y la inv. 16.

Recientemente se identifico la translocacion t (12; 21)(p12; g22) en pacientes con leucemia
aguda linfoblastica en células de linaje B (ALL), este rearreglo es detectable en un clasico
punto de rompimiento AML1, ¢

La proteina fusionada de TEL-AMLL es expresada en la translocacion t (12; 21) (p13; gq22) en
el 25% de pacientes pediatricos entre los 1 y 5 afios de edad y en 3% de Pacientes adultos en
los casos con ALL de células B. TEL es un factor de trascripcion de la familia Ets con
terminacion COOH, dominio de union DNA. En TEL-AML1 la mayoria de TEL con la
excepcion de este dominio DNA union, es posicionada en NH2 —terminal de AML1. La unién
TEL-AMLL1 de elementos AML1 cis DNA vy representa genes ligados a reporteros. El gen
AML1 en el mismo punto de mutacién en el AML1 dominio de union DNA en 5% de AML, y
los genes que codifican AML1 o sus compafieros de dimerizacion , CBF , son involucrados
en varias otras anormalidades cromosomicas en agregacion el 20% de los casos de AML. La
mutacién del gen AML1 y la expresion de AML1-ETO, CBF-SMMHC, o TEL-AML1
aparentemente las proteinas fusionadas tienen una comun habilidad que es la inhibicion de
AML1 enddgena. A continuacion se muestra en el diagrama). (69)
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La fusion de TEL-AML. TEL esta localizado en el cromosoma 12, codifica a una proteina que
contiene un hemodominio helix-loop-helix (HLH) y DNA-binding (DBD). AML1 se localiza
en el cromosoma 21, codifica a una proteina que contiene un dominio homologo (RHD) y un
dominio transactivacional (TAD). La t(12;21) producto de la fusion de la porcion 5° de TEL
y de AML1, el punto de rompimiento se indica en el dibujo de arriba.

ATIVACION DE OTROS GENES EN ALL DE CELULAS T Y CELULAS B

Los genes de factores de trascripcion no solo son blancos movilizados para translocaciones en
los sitios de genes receptores de inmunoglobulina en células T. Un distinto pero raro suceso de
ALL es caracterizado por un inmunofenotipo temprano en células B, hipereosinofilia y la
translocacion t(5;14). La fusion mas tarde del gen de inmunoglobulinas de cadena pesada al
gen promotor de IL-3 causando una sobre expresion de IL-3. Se cree que este efecto facilita y



estimula el crecimiento de una sefial en las células leucémicas a través de un lazo autocrino.
En leucemias de células T, el gen TAN1 los cuales comparten homologia con el gen de
Drosophila notch, pasa por una expresion desregulada seguido a esto una recolocacion al locus
de TCRB como resultado de la tras locacion t (7;9). Simultdneamente la recolocacion del
locus de TCRB activan la expresion de un gen de tiroxina kinasa LCK en los casos de ALL de
células T con la t(1;7). @

TRANSLOCACIONES EN LEUCEMIAS MIELOIDES

A continuacion se muestra una tabla con las translocaciones mas frecuentes y los
genes afectados en las LAM.
Anormalidades cromosomicas que ocurren en LAM, se muestran en la siguiente tabla.

ANORMALIDAD | FRECUENCIA SUBTIPO FAB BANDA

APROXIMADA CROMOSOMA/GENES

EN % INVOLUCRADOS
(8:21)(q22:q22; 14 M2, M1 8q22/ETO 21q22/cBFA2 AMLD
vl 16)p13.1922) and ((16;16) i0 MdEo- 16pl3. UMYHII 16q22/CBFB
W 11ip22ig2d) 7 M4, M35 GpRAUAFY 1123/ M LL{ALLLY
s 1710g22:q12-21) g M3 15q22/PML 17q12-21/RARA
U5 170g34ql2-21) < M3, variant S5q3diNFM 17q12-21/RARS
11:17)g23:g210) <1 M3, variant 11q23/PLEF 17q12-21/RARA
t 1 17xgq13:.q21) =1 M3, varant 11gl3/MuMA 17q12-21/RARA
Monosomy 7 and del(7q) 4 M2, M4 Unknown Unknown
122 pl3:ql3) [ M7 Unknown Unknown
1(3:5)(q25. 1:g34) L Nonspecific 3q25. LIMLF! SqI4INPM
inv{3Wq21q26) l Nonspecific 3q21/Ribopharin | 3q26/EVIT
t{6;91(p23:q34) ] M2, M4 6p23/DER Bq34/CAN
(9.9} q3d:q34) <l Nonspecific 9q34/SET Sq34/CAN
t(8;16)pl1.2;p13.3) I M4, M5 8plL.2IMOZ 16p13.3/CBP
t1;113(p32;q23) <1 M4, M35 1p32AFIp 11q23/MLL
t1;11)(q21:q23) <l M4, M5 - 1q2U/AF Ly 11q23/MLL
16:11)(q27:q23) <l M4, M5 6q2T/AFG 11g23/MLL
t10; 11 pl2=14;q14-21) l M3 10pl2-14AFIO 11gld=21/CALM
w101 Lpl2-14;923) l. M4, M3 10p12-1HAFIO | 1g23/MLL
t{11;16)(q23:p13.3) <1 t-AML 11g23/MLL 16p13.3/CBP
t11;17)(q23,q21) <l M4, M5 11q23/MLL 17q21/AF17
1{11:19)(q23;p13.3) 1 M4, M3 11g23fMLL 19p13.3/ENL
i(11;19(q23,p13.1) =l M4, M5 11g23/MLL 19p13. I/ELL
HX;11)ql13:q23) <l M4, M5 Kql¥AFX] 1Iq23/MLL
t(11:22)(q23:q13) <l t-AML 11q23/MLL 22q13/p300
(16;21)(p11.2;922) <1 Nonspecific 16pl LATLS (FUS) 212U ERG
012:22)(pl3;gll.2) <1 MNonspecific 12pl3/ETVG (TEL) 2291 LMMNE
t(3:3)(q21:g26), inv(3) .

(a2lq26), and ins(3)

{g21;q25q27) 1 Nonspecific 3q26/EVI Variable
1(3:211(q26:q22) <l Nonspecific . Iq26/EAPMDSI/EVED 21q22/AMLI
1(3:12)(q26,p13) <l Monspecific 3q26/EAP/MDSI/EVID 12pl 3/ ETV(TEL)
W7 11pl5pl5s) <1 Nonspecific TplSIHOXAS 11pl5.5/NUP#8
inv(11}pl5.5q22) <l Nonspecific L1pl5.5/INUPOR l1g22/DDX10

LEUCEMIA PROMIELOCITICA AGUDA CON TRANSLOCACIONE t(15;17)




La leucemia promielocitica aguda (APL) es un distinto subtipo de leucemia mielogena aguda
(AML) identificada y clasificada por la French-American-British como AML-M3 vy
caracterizada citogenéticamente por una translocacion reciproca balanceada entre los
cromosomas 15 y 17. Pacientes con el tipo comun hipergranular de leucemia promielocitica
aguda son seguidas por leucopenia. Sin embargo una de las formas mas agresivas de APL, se
caracteriza por una marcada leucocitosis y apenas blastos con granulos, con bilobed o nicleo
en forma de rifidn, son descritas como la variante hipogranular (M3v) y se informa en el 25 %
de los casos con APL. La tipica enfermedad se presenta con una vida amenazada de una
diathesis hemorragica con un empeoramiento por la Citotoxicidad de la quimioterapia. ¢*%”
La APL esta caracterizada por una expansion en la poblacion clonal de células mieloides
malignas blogueadas en el estado de diferenciacion de promielocitos. En la mayoria del 95%
de los casos una translocacion cromosomica es identificada t (15; 17) (q22; g21) en los
promielocitos leucémicos. Este rearreglo ha sido demostrado como resultado de la fusion entre
un gen previamente no identificado el termino leucemia promielocitica (PML) en el
cromosoma 15, y el receptor del acido retinoico a (RARa) en el cromosoma 17 dos productos
quiméricos resultan de esta translocacion. PML-RARa es expresada en todos los casos y
codificado y copiado por el cromosoma 15 y RARa-PML expresado solo en el 80 % de los
casos y codificado y copiado por el cromosoma 17. La expresion consiste en el producto
PML-RARGa dentro de este subtipo de leucemia sugiere que juega un papel critico en la
patogénesis. Esta interpretacion esta basada en recientes experimentos que demostraron en un
raton transgenico la expresion de PLM-RARadesarrollando una leucemia aguda que se parece
a APL. ™

Los retinoides son moléculas de sefializacion con un papel significativo en el desarrollo y
diferenciacion. Estos efectos bioldgicos guian a una hipotesis de que los retinoides fuertes son
usados como agentes en el tratamiento de malignidades humanas. Asi los retinoides han sido
evaluados como posibles terapias para una gran variedad de neoplasmas incluyendo
leucemias, cancer de piel, cancer cervical y neuroblastomas .Entre las leucemias mieloides y la
leucemia promielocitica aguda se encontré una para ser particularmente sensible al acido
retinoico y mas que en una década ha pasado desde la demostracion de que todos los acidos
transretinoicos (tRA) pueden inducir remisién en los pacientes con APL por una
diferenciacion simultanea de las células leucemias.



Figura 2 Un modelo de la interaccion de la proteina fusionada APL con el complejo N-COR-
mSin3-histone deacetylase. Impresa con el permiso de Grignani F, De Mattels S, Nervi C, et
al. Proteina fusionada del receptor de acido retinoico-a, deacetil histona nuevo miembro en
leucemia promielocitica. %

En 1977 Rowley y colaboradores describieron una asociacion especifica de APL con una

Translocacion t(15; 17).Subsecuentemente la demostracion de los beneficios de la terapia de
tRA en APL, el punto de rompimiento en el cromosoma 17 fue identificado dentro de un gen
que codifica al receptor del &cido retinoico RARo. El punto de rompimiento en el cromosoma
15 dentro de un nuevo gen PML. La expresion de la fusion PMLRARGa es una caracteristica
constante de la enfermedad en la gran mayoria de los pacientes con APL. Desde esos
descubrimientos los esfuerzos han sido directamente en el entendimiento del papel de
PMLRARa en leucomogenesis y la respuesta a la terapia. En adicion a la translocacion comin
t(15;17) otras translocaciones han sido identificadas en casos raros de APL. Esas
translocaciones resultan de la fusion RARa e incluye fusiones con PLZF en t(11;17)(q23;921),
NPM en t(5;17)(q32;921) y NuMA en t(11;17)(q13;g21). Los patrones de RARa en las
fusiones de APL son todas nucleares pero de otro modo tienen cominmente un limite. RARa
es un ligando que induce factor de trascripcion, en la ausencia de estos ligandos tRA, RARa
generalmente actGan como represores de trascripcion pero recurriendo a moléculas
correpresoras, incluyendo SMRT y N-CoR la cuales en su momento recurren a diacetil
histonas. En la presencia del ligando RAR  generalmente actian como inductores
transcripcionales pero como moléculas correpresoras y coactivadores. Cuando comparamos
con RARa, PMLRARG tiene un contexto dependiente de efectos de trascripcion. Por ejemplo
dependiendo del tipo de célula y de los elementos transcripcionales ensayados, PMLRARa
pueden disminuir e incrementar la trascripcion basal en la ausencia del ligando. Similarmente,
PMLRAROo puede exhibir ambas actividades dominantes negativas y super activacion en la
presencia de tRA. Por lo tanto la activacion trascripcional y o la represion trascripcional por
PLMRARo es necesaria 0 suficiente para la leucomogenesis que no ha sido
experimentalmente dirigida.



Auque casi todos los pacientes responden a la terapia tRA, seguido se desarrolla resistencia a
este agente en pacientes tratados. Esto ha sugerido que aumenta el metabolismo de tRA ,
incrementando la expresion de la proteina Il de unidn celular para &cido retinoico y
incrementa la expresion del gen de resistencia a las drogas pudiendo contribuir clinicamente a
la resistencia (revisado en Ding y et al y Imaizumi et al ). Sin embargo las alteraciones de la
misma proteina PLMRARa ha sido descrita en algunas subclonas resistentes a acido retinoico
de la linea celular NB4 APL tan bien como en algunos pacientes con una enfermedad que
estuvo clinicamente resistente a tRA. Las mutaciones observadas en PMLRARa incluyeron
cambios en los aminodcidos que debilitan la habilidad de la proteina de union del &cido
retinoico y la activacion trascripcional. Esos hallazgos son evidencia que la pérdida de
sensibilidad en el ligando por PMLRARGa juegan un papel importante en la resistencia clinica
de tRA. 889

VARIANTES DE TRANSLOCACINES QUE AFECTAN RAR ALFA

Dos variantes de translocaciones que involucran el gen RAR han sido identificadas en APL.
Estos incluyen a la t (5; 17) la cual fusiona la proteina nucleofosfomina nuclear (NPM) con
RARa y la t (11; 17) la cual fusiona el represor transcripcional PLZF con RARa, un
importante instinto en el mecanismo de transformacion en APL trae como estudios de la
insensibilidad de ATRA en la translocacion t (11;17).PLZF es una proteina altamente
expresada en el desarrollo del sistema nervioso, higado corazén y rifiones. En adicion PLZF es
expresada en progenitores hematopoyeticos CD34+ y es bajo regulacion sobre diferenciacion
terminal en algunas lineas celulares hematopoyeticas. PLZF contiene POZ en N-terminal
(poxvirus y zinc-finger) represion autosomica dominante y en C-terminal Kriippel-like DNA-
unién dominio. Sorpresivamente PLZF fue encontrada no solo en hemodimeros con PML y es
localizada con esto en el NBs sugiriendo un posible papel para PLZF en la supresion de
desarrollo en funcién de PLM o alternativamente un papel para PML en la funcion normal de
PLZF. Ambas interacciones parecen ser mediadas directamente por el dominio POZ. Como
resultado de la translocacion t(11;17),dos productos reciprocos son formados, PLZF-RARa y
RARa-PLZF .El producto PLZF-RAR o es tomado como la transformacion y consiste de la
porcion N-terminal de PLZF, incluyendo este dominio de represion POZ fusionado en el
tramo de RARa (Fig.11.5). ™V
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Figll.5 Representacion esquemdtica de PLZF, RARa y la PLZF-RARa proteina quimérica
codificada por la translocacion t(11;17) .PLZF contiene un N-terminal poxvirus y zinc-finger
(POZ) dominio seguido por una represion autosomica dominante (A) ,una region rica en (P) y
un dominio Krippel-like zinc finger (Zn).

La expresion de proteina PLZF-RARaen ratones transgenicos para el promotor de captesina G
ha mostrado uniformemente el desarrollo de la leucemia mieloide cronica dentro de los
primeros 5 afios de vida. En consecuencia igual que los productos quiméricos PML-RARa y
PLZF-RARGa contribuyen directamente al desarrollo de leucemia mieloide sin embargo el tipo
de leucemia mieloide inducida en este sistema experimental difiere significativamente entre
estos dos oncogenes. El producto reciproco RARa-PLZF se formo como resultado de la
t(11;17) esta se mantiene en muchos casos y contiene el lugar PLZF DNA-binding domain.
El papel de este producto més tarde es la transformacién de las células hematopoyeticas
quedando para ser determinadas.

Los farmacos de quimioterapia estdn reconocidos como una espada de doble filo. L a
quimioterapia del cancer es una causa de leucemia mieloide aguda (AML) en los jovenes
secundaria a la terapia relacionada AML (t-AML) en cantidades del 10 al 20 % de todos los
caso de leucemias. Los inhibidores topoisomerasas 1l del DNA son ampliamente usadas en el
tratamiento del cancer pero ellas solo son reconocidas como una sugerencia secundaria con
periodos de latencia cortos.

MLL (ALLZ1, Htrx, HRX), el cual estd localizado en la banda del cromosoma 11¢23
frecuentemente este rearreglo de cromosomas en las translocaciones de novo en leucemias y
solo en pacientes de t-AML quienes previamente recibieron inhibidores de topoisomerasas Il
del DNA por una enfermedad maligna primaria. La proteina de tipo silvestre MLL con una
masa molecular de 431 kDa tiene AT-hook dominio de unién DNA, activacion
transcripcional y represion en los dominios en planta multiple de homodominios (PHD) de
dedos dominios y una region de homologa a los mamiferos DNA metiltransferasas. El
carboxilo terminal de MLL contiene un (Su (var) 3-9, mejoran el interés y trithorax) (SET)



dominio, a largo del cual el dominio PHD, es conservado con el de Drosophila trithorax gen
(trx). Trx esta envuelto en el segmento determinante de Drosophila a través de la regulacion de
los genes homeotic. MLL est4 considerada a ser la homologa humana de trx por que en los
ratones con la mutacion MIl demostraron la transformacion homeotic.Esto ha sugerido que
MLL juega un papel importante en la hematopoyesis y leucemias a través de esta habilidad
que regula la expresion de los genes Hox. El ratdn mutante MII-null tiene defectos en los
estados tempranos de hematopoyesis relacionados a los progenitores hematopoyeticos en la
proliferacion o nuevos elementos. La maduracion detenida fue observada en la diferenciacién
hematopoyetica in vitro solo o doble de las células stem embrionales de raton knockaut MII.
Las translocaciones cromosomicas involucran MLL produciendo la fusién de los productos de
la porcién N-terminal de MLL con diferentes patrones de proteinas; la deleccion terminal de
MLL no ha sido identificada en células leucémicas. 19 genes compafieros han sido clonados
hoy dia. Ahi no ha compartido la estructura comin entre uno de los productos de los genes, sin
embargo esto es a traves de los genes comparieros es critico para la leukomegenesis por varias
razones. Todos los genes comparieros estan fusionados en el marco de MLL, resultando en una
nueva fusion proteinica, en el rango mas que simplemente una truncada de MLL. En un
sistema modelo”knock-in” solo ratones con la fusion compafiera idéntica que se observan en
las leucemias humanas desarrollando leucemia de origen mieloide, sugieren que la fusion del
producto es critico en la leucomogenesis. Por lo tanto en la medula 6sea murina el sistema de
inmortalizacion, el gen compariero ENL fue critico para la inmortalizacion y leucomogenesis.
Sin embargo esto no se entiende como los productos fusionados participan en la
leucomogenesis. En el estudio realizado se identifico el gen, que no esta presente en la base de
datos del GenBank como la fusion compafiera de MLL para un paciente quien tiene t-AML
con una t(11;17)(g23;925). Este patron de translocacion cromosomica ha sido reportada en
varios casos de leucemia aguda y sindrome mielodisplasico Este gen comparfiero fue llamado
MSF (MLL septin-like fusion) porque esta altamente conservado con genes de la familia
septin. La familia de proteinas septin esta localizada en el citoplasma, es caracterizada por el
dominio de unién GTP y es involucrada en citokinesis causado por interaccion con los
filamentos del cito esqueleto. MSF es altamente homologo y conserva el dominio de unién
GTP con hCDCrel-l, del cual el gen compafiero de MLL en leucemias con una
t(11;17)(q23;q11.2). €092

La translocacion t(8;21)

La translocacion t(8;21) se ha visto exclusivamente en las LMA con clasificacion
morfologicamente de FAB M2 y en el 40% de estos casos. El rearreglo resulta de la fusion
entre el gen AML1 del cromosoma 21y el gen ETO en el cromosoma 8 (ETO solo se conoce
como MTG8 y CBFA2T1) o cromosoma 8 Fig. 6. La complejidad de la translocacion sugiere
que AML1-ETO producto quimérico que es codificado por el cromosoma 8 jugando un papel
critico en el establecimiento de la clona leucémica. Este producto consiste de la porcion N.
terminal de AMLL1 incluyendo la terminacion RHD fusionada en el tramo de la porcion
carboxilo terminal de ETO. % %)
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Compromiso intracelular del blanco en la trascripcion hematopoyetica de AMLL1 inhibidor de
factor de trascripcion en la diferenciacion mieloide y promueve la transformacion de la linea
celular.En este diagrama se muestra como ocurre la t(8;21)
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Representacion esquematica de AML1, ETO y la t(8;21) que es codificada por la proteina
quimérica a AML1-ETO. AML1 contiene al dominio homologo mas pequefio de los
heterodimeros(RHD), una region rica en prolina/serina/treonina (PST), asociada al sitio de la
matriz nuclear (NM) y al dominio (TA) de activacion transcripcional. ETO esta organizada en
tres regiones ricas de prolina/serina/treonina (PST) y en cuatro dominios con homologia al
nervio (region homologa al nervio, NHR1-4).
Translocacion t(16;21)

AML1 esta fusionado con ETO un miembro de la familia MTG16 como
resultado da una t(16;21)(g24;q22) viéndose en casos raros de terapia relacionada de AML o
MDS la estructura de productos quiméricos ensamblado AML1-ETO y esta predice su funcién
en un mecanismo similar. Esta anormalidad se relaciona con la terapia recibida de los
pacientes de LAM o SMD considerandose una variante de la t(8;21). Tanto en la translocacion




t(8;21) como en la t(16;21) sus puntos de rompimiento ocurren entre los exones 5y 6 de
AML1 y entre los exones 1y 2 o los exones 3y 4 de MTG16. Los dos genes estan fusionados
en un fragmento resultado de los productos quiméricos caracteristicos de esta translocacion. El
producto quimérico reciproco MTG16-AML1 solo se detecto en una de los pacientes la
t(16;21) este producto proteinico fue previsto como truncado. Estos genes de fusion AML1-
MTG16 en la t(16;21) resultado de una leucemia ,la produccion de la proteina que es muy
similar a la AML-MTGS proteina quimérica. **% 99

Translocacion t(3;21)

La translocacion t(3;21) se observa en muy pocos casos de SMD, y la transformacion
blastica de LMC, AML1 estan fusionados con otro gen el EVII el cual codifica un represor
transcripcional u otros dos genes alternativos de funcién desconocida EAP y MDSL los cuales
son localizados junto a EVII en el cromosoma 3 y son frecuentemente spliced las secuencias
de EVII en el trascripto codificado. Cada uno de los productos resultantes de esos reemplazos
en la secuencia de AMLL1 en el Carboxilo terminal del RHD, resultando en la eliminacion de
la habilidad de las moléculas para activar la trascripcion. Por lo contrario la translocacion t
(12;21) se observa en pacientes pediatricos de LLA resultado de un producto quimérico que
contiene el helix-loop-helix en un dominio dimerizado de TEL ligado en al menos en un
fragmento de AMLL1.(11) . Los genes quiméricos expresados en la son AMLI/EAP,
AML1IMDS1, y AML1-EVI1. AML1 (CBFAZ2), El cual codifica para la subunidad alpha del
factor de trascripcion heterodimerico CBF este solo involucra a la t(8;21) y al gen que codifica
la subunidad beta de (CBFB) que esta involucrada en la INV 16. Estos son dos de los mas
comunes rearreglos cromosémicos en la leucemia mieloide aguda.art. 7 9899100

Inv16 y t(16;16)

La inversion (16)(p13;022) y una variante en la t(16;16)(p13;922) por lo tanto constituye una
de las méas frecuentes lesiones genéticas identificadas en novo en AML. Aunque estas
anormalidades fueron inicialmente encontrados en casos patoldgicos con morfologia de
acuerdo a la FAB en MA4Eo, recientes estudios demostraron que ellas solo ocurren en
frecuencia significativa en casos con morfologia de M1 o M2, ™V

Las leucemias agudas que presentan la inv16 6 t(16;16) se asocian a un buen pronostico. En
estos pacientes se reporto que sobre el 50 % de los pacientes estuvieron 5 afios libres de la
enfermedad. En la inv16 o t(16;16) guian la generacion de genes quiméricos, uniendo a
MYH11 para 16p o CBF-beta (core binding factor) para 16q. Este gen parece que codifica una
0 mas proteinas modificando el metabolismo intracelular de la citosina y presentan una alta
sensibilidad de las células leucémicas a las drogas. 3 949
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Representacion esquematica de CBFp, MYHL11, y la inversion 16 que codifica una proteina
quimérica CBFB-MYH11 La porcion carboxilo terminal C de MYH11 contiene un dominio de
interaccion proteina-proteina (Pr-Pr).

Las alteraciones cromosomicas involucradas en el cromosoma 11 banda 23, son las
anormalidades citogenéticas mas comunes vistas en las AML y ocurren aproximadamente en
un 6% a 8% de las AML nuevas y en un 85% de las AML secundarias que siguen su
desarrollo expuestas a inhibidores como las topoisomerasas Il. En consecuencia el cromosoma
11923 es el rearreglo mas frecuente en el sitio de las LLA en los infantes, estos han sido
estimados que sobre 40 diferentes loci del cromosoma pueden participar en esta translocacion
11g23.El sitio méas frecuente involucrado en AML incluye 1p32, 1921, 6927, 9922, 10p12,
16p13.3, 17921, 19p13.3 y 22gl13. La clonacion molecular de un numero de estas
translocaciones han demostrado que en la mayoria de los casos de 11923 el gen blanco es
designado MLL (para una leucemia de linaje mixto, solo se refiere como HRX, ALL-1y
HTRX1). Como resultado de estas translocaciones un mensaje quimérico es formado eso
consiste en la porcioén 3" de un gen que codifica en el cromosoma reciproco. En consecuencia
esas translocaciones inducen alteraciones en MLL, este gen ha sido encontrado al sufrir
duplicaciones parciales internas en raros casos de AML que tampoco tienen un cariotipo
normal o trisomia del cromosoma 11. %

A continuacion se muestra una tabla en la que se encuentra involucrado el gen MLL.

Tranlocacion Fusion de Proteina  Funcion’ Proteina

t{3:11) (p22:923) MLL-AF-9 RNA polymerase [I

11519 (g23;pl13.1) MLL-ELL RMNA polymerase Il elongation factor
W19y (g23;pl3.37 MLL-ENL RNA polymerase [1

w111y (p32:023) MLL-AFIp Homology to poly(A)ribonuclease
we;11)ig2l;q23) MLL-AF6q21 Forkhead transcription factor
X110 (gl3;023) MLL-AFX Forkhead transcription factor
t10,11) {pl2;923) MLL-AF-10 PHD finger and leucine zipper
117 (g23:921) MLL-AF17 PHD finger and leucine zipper
tll;16) (g23;q13.3) MLL-CBP HAT coactvator

t11;22) (g23:q13) MLL-p300 HAT coactivator

we; 11y (g27:923) MLL-AFs RAS-binding protein

i) (g2l:q23) MLL-AF1q Cloned—no homology




Translocaciones asociadas a LAM que involucran al gen MLL.

Aqui se muestra como ocurre la afeccion del gen MLL.

AT RNA Zn-fingers SET
Hooks Binding MT H! (PHD) Domain
MDML
- 431kDa
e | S| I —
Cruciform Repression Activation
DNA-binding Domain Domain
SAR-binding

Breakpoint
Cluster Region

ca -—--—HH—HH-----

La proteina MLL y la organizacion en la region punto de rompimiento, MLL esta organizado
con un dominio interno N-terminal AT-hook, regiones con proteinas homologas de RNA-
binding, DNA-metiltransferasas (MT), histona HI, HD-type dedos de zinc (Zn) y el dominio
SET. El punto de rompimiento de la region blanco es abajo del centrémero (cen)

a telomero (tel)

t(X;11)

La translocacion t(X;11) ocurre en pacientes pediatricos con leucemia mieloide aguda
(AML).Se muestra que el gen MLL en 11923 esta fusionado al gen SEPTING en Xq24
homologo de humano a raton septin6, en tres infantes nuevos de AML con una anormalidad
compleja cromosomica involucrada 11924 y Xq22-24. SEPTING consiste de minimo 6 exones
y esta codifica minimo 2 tipos de proteinas por splicing alternativo. La expresion de los
transcriptos SEPTING de 2.3-,3.1-, y 4.6-kb fueron simultaneamente detectados en pulmones
fetales , higado, y cerebro, y en todos los tejidos adultos excepto en cerebro y en lineas
celulares de leucemia linfoblastica aguda y AML. Sin embargo la expresion de un trascripto
de 2.7-kb fue detectado en corazén fetal y cerebro. La proteina SEPTING es homologa a los
miembros de la familia septin incluye a CDCREL1 y AF17925/MSF, la cual genera productos
fusionados con MLL. La proteina fusionada MLL-SEPTING contiene por lo menos la proteina
septin completa, similar a MLL-CDCREL1 y MLL-AF17q25/MSF. Notablemente tres de
todos los pacientes fueron diagnosticados con M1 6 M2. los resultados y la literatura sugieren
que AML con el gen fusionado MLL-SEPTING es una consecuencia de la AML en infantes la
cuales se diferencian en el linaje mieloide, aunque AML con la fusion de otros genes MLL es
capaz de diferenciar en linaje mielomonocitico o monocitico.

Un gran nimero de leucemias han sido relacionadas y asociadas con aberraciones
cromosomicas. Estudios recientes han demostrado que varios rearreglos cromosomicos son
fuertemente asociados con distintos subgrupos clinicos y pueden predecir caracteristicas
clinicas en la respuesta terapéutica. Las translocaciones ocurren en el cromosoma 11
involucrando la banda 23 (11g23), observandose en la leucemia aguda o sindromes
mielodisplasicos, son caracterizados por la presencia de una gran variedad de patrones en los
cromosomas. Un minimo de 40 regiones presentan patrones cromosomicos de 11g23 se han
observado, relacionados con t(4;11), t(9;11) y t(11;19). El gen MLL (Solo llamado ALL-1y



HRX) ha sido identificado en la translocacion 11923 y este rearreglo es encontrado en la
mayoria de infantes y terapia relacionada a leucemias. **¥

t(17;19)

La fusion del gen E2A-HLF forman la translocacion cromosomica t(17;19)(q23;p13.3), se
maneja la idea de esta transformacion leucémica de precursores de células B tempranas por
represion en las rutas apoptoticas conservadas evolucionadamente. Esta ocurre en nifios
grandes y adolescentes. En esta molécula quimérica de dominios transactivacion de E2A esta
fusionado a la regién basica y los dominios de zipper leucina (bZIP) de HLF la cual media la
unién de DNA y dimerizacion. Dos distintos tipos de rearreglos gendmicos resultado de la
fusion E2A-HLF han sido descritos en t(17;19) de ALL. El tipo de rearreglo 1 es una insercién
que codifica para una porcion de la quimera no encontrada en otro tipo de proteina ocurre
entre E2A exon 13 y el exon HLF. Esta insercion deriva de una forma misteriosa en un
intervalo de exon en el punto de rompimiento de 17;19. Conteniendo la secuencia intronica de
E2A que esté en la terminacion 57, la secuencia intronica de HLF que esta en la terminacion 3
y varios numeros de nucle6tidos a la mitad. El rearreglo tipo 2 presenta para mas punto de
rompimiento en 5" de E2A y la fusion resulta con E2A exon 12 directamente spliceado por el
exon 4 de HLF. La leucemia asociado con la fusidn de la proteina E2A-HLF no responde bien
a la quimioterapia intensiva, no hasta las condiciones agresivas para el transplante de medula
Osea. Por lo tanto la manifestacidn frecuente con coagulacion intravascular y hipercalemia las
cuales son generalmente complicaciones raras en nifios con ALL pro-B. Auque las actividades
de unién DNA vy la activacion transcripcional son propiedades de tipol y tipo 2 de las
proteinas fusionadas E2A-HLF parecen ser similares, la coagulopatia se desarrolla mas
frecuentemente en una cantidad de pacientes con rearreglos de tipo 1 que de tipo 2.

Los pacientes de leucemia con el producto fusionada E2A-HLF vy la tendencia a sangrar se
tienen datos de laboratorio parecido a los pacientes con t(15;17) de leucemia promielocitica
aguda. Los principales determinantes para loa patogénesis de APL-asociadas a coagulopatia
han sido investigadas en las décadas y los factores expresados en las células leucémicas que
afectan las actividades pro coagulantes y fibrinoliticas han sido identificadas (para la revision,
ver Falange et al). Estos factores incluyen factor tisular, citokinas inflamatorias caracteristicas
como interleucina-1p(IL-1p) y factor de necrosis tumoral-a. (TNF-a y miembros de la familia
annexin. Una de estas annexin Il ha sido reportada por ser causa de coagulopatia asociada con
APL. (132, 133,134)

t(5;12)

El gen ETV6 (ahora conocido como TEL) en el cromosoma 12p13 es el blanco de un gran
numero de translocaciones asociada con varias malignidades hematoldgicas. La contribucion
de ETV6 a leucomogenesis ocurre por diferentes mecanismos que involucran a otros como
helix-loop-helix dominio dimerizado o esta transformacion —especifica de E26 (ETS) dominio
DNA-unién. Las primeras caracterizaciones de ETV6 fue por FISH encontrandose 7 nuevos
rearreglos en leucemia mieloide cronica, leucemia mieloide aguda, leucemia linfoblastica
aguda y linfoma no hodgkin“s. Estas aberraciones no siempre se descifran a nivel
citogenéticos, incluida la 1(5;12)(q31;p13), t(6;12;17)(p21;p13;0925), t(7;12)(p15;p13,
t(7;12)(p12;p13), t(7;12)(g36;p13), t(12;13)(p13;912), y no completamente definida la
t(12;?)(p13;?). La pérdida o trastorno del segundo alelo de ETV6 por deleccion de



(12)(p12;p13) o por una deleccion intragenica de ETV6 fue detectad en dos casos. En 6 casos
el punto de rompimiento ocurrié en 12p13 en la terminacion 5" de ETV®6 rié abajo del exon
que codifica del dominio HLH por lo tanto el caso esta contenido entre el punto de
rompimiento y el exon que codifica para el dominio HLH y los exones codifican para el
dominio ETS de ETV6. Estas observaciones proveen evidencia para una maltiple contribucién
de ETV6 en la patogénesis de un amplio rango de enfermedades hematoldgicas. Un pequefio
nimero de pacientes con enfermedades mieloproliferativa cronicas tienen la activacion
constitutiva del gen de factor de crecimiento derivado-plaquetas receptor beta (PDGFRB), el
cual codifica a receptor tiroxina kinasa. Este gen esta localizado en el cromosoma 5¢33, y la
activacion es normalmente causada por la translocacion t(5;12)(q33;p13) translocacion
asociada con la fusion del gen ETV6-PDGFRB. La tiroxina kinasa es un inhibidor de imatinip
mesylate (medicamento) que inhibe especialmente a ABL, PDGFR, y KIT kinasas y tiene una
eficacia impresionante en BCR-ABL-positivo en leucemia mieloide crénica.

Recientes estudios citogenéticos y moleculares sugieren de la existencia de algunos nuevos y
Unicos pacientes con enfermedades mieloproliferativas con una anormalidad citogenética
definida. La anormalidad mas comun es la t(5;12)(q33;p13) la cual fusiona al gen ETV6/TEL
factor de crecimiento derivado de plaquetas receptor beta (PDGFER), que es mapa de 5g933.
Clinicamente muchos pacientes presentan enfermedades mieloproliferativa con eosinofilia,
leucemia eosinofilica y esta cae nuevamente en la propuesta de categoria de quien es
MPD/MDS,. STI571 es una pequefia molécula que selectivamente inhibe la actividad
enzimatica de varias tiroxinas kinasas, incluyendo el de ABL y BCR la fusion de la proteina
ABL en leucemia mieloide cronica, el receptor factor de crecimiento derivado de plaquetas y
el producto del gen c-kit. (38 139.140. 141

t(16;21)

La translocacion cromosomica t(16;21)(p11;g22) es una aberracion non-random observada en
varios tipos de leucemias mieloblasticas agudas (AML), por lo tanto el rearreglo cromosémico
der(16) t(1:16) 12913 es frecuentemente encontrado en tumores sélidos. Una nueva linea
celular YNH-1 fue establecida en células de sangre periférica de hombres de 46 afios de edad
con AML (M1) llevando translocacion t(16;21) y t(1;16). YNH-1 ha sido mantenida con un
doble tiempo de 82 horas por mas de 20 meses como un factor de estimulacion de colonias
granulociticas (G-CSF), factor de estimulacion de granulociticos —-macréfagos (GM-CSF) y
interleucina 3 (IL-3) dependiente de linea. Morfolégicamente las células YNH fueron free-
floating mieloblastos inmaduros con nucleo bilobulado y vacuolas en el citoplasma. Ellas
fueron positivas para mieloperoxidasa pero negativas para a-naftol butil esteresa y tension de
esterasa cloroacetato. En el andlisis de marcadores de superficie para las células YNH-1
fueron positivas para CD13,CD33 y CD34. Los andlisis cromosémicos mostraron 46, XY,
der(16)t(16;21)(p11;922)t(1;16)(q12;913), der(21)t(16;21)(p11;922),
der(6)t(6;21)(g13;913),der12t(6;12)(921;q13). Estas translocaciones fueron confirmadas por
FISH estudios con la clona ERG-YAC y cromosoma especifico del archivo de DNA.
FUS/ERG y ERG/FUS ambos transcritos quiméricos fueron identificados por anélisis de
RTPCR. Este YNH-1 deberia ser usado para elucidar la fisiopatologia y el mecanismo
molécular en AML con translocaciones t(16;21), t(1;16) 12913. (68,144)



TAL1

El gen tal-1 fue identificado en un analisis sobre la translocacion t(1;14)(p34;q1l) la
translocacion del cromosoma observada en las células malignas de pacientes con leucemia
linfoblastica aguda de células T (T-AAL) (1-4). Auque esta solo se encuentra en el 3% de los
pacientes con t(1;14)(p34;911) ha sido implicado como factor causante de leucomogenesis
basado en esta posibilidad de pacientes no relacionados y esta asociacion exclusiva con T-
ALL. La translocacion genera un cambio reciproco de material genético entre los cromosomas
1y 14 con un punto de rompimiento citogenetico en las bandas del cromosoma 1p34 y 14qg11.
Consecuentemente el gen de tal-1 formado en el cromosoma 1 y es transportado al interior de
las cadenas TCR-a/6 del locus 14ql1, esta sobre expresion es presumiblemente alterada en
uno de los promotores de formacion de T-ALL.

Dos lineas adicionales de evidencia soportan la notacion de que el gen tal-1 es un
protooncogen que contribuye potencialmente al desarrollo de T-ALL. El primer producto del
gen tal-1 es un miembro de la familia helix-loop-helix (HLH) proteinas de unién DNA, de las
cuales varias han sido mostradas especificamente reconociendo mejor las secuencias core de
trascriptos eucarioticos. Aungue las proteinas (HLH) controlan diversos aspectos del
crecimiento celular normal y diferenciacion, tres miembros de esta familia (i, e; c-myc, lyl-1y
E2A) solo han sido implicados en leucemia linfoblastica aguda humana, segundo a pesar de la
frecuencia de translocacion t(1;14) (p34;911) aqui se mostr6 que el 25% de los pacientes con
T-ALL tienen un sitio especifico de deleccion de 90 kb del gen (tald) de tal-1 que es
aparentemente no detectable con analisis citogenéticos. Por lo tanto la alteracién estructural de
tal-1 por otra translocacion t(1;14) (p34;ql1l) 6 deleccion tald representan la mas comdn de
las lesiones genéticas asociadas a T-ALL en humanos. Los mecanismos por los cuales la
translocacion de alelos de tal-1 son activados no son entendibles. Se analizaron las estructuras
de los cromosomas de t(1;14)(p34;q11) de una serie de pacientes con T-ALL, en cada 5 casos
el punto de rompimiento en la translocacion cromosomica 1 ocurre y describe en la region de
1-kb del locus tal-1. Sin embargo el mapeo del DNA genomita de tal-1 revela que los exones
codificados estan situados en ambos sitios de la t(1;14)(p34;g11) principal punto de
rompimiento. Aqui la translacion del alelo de tal-1 es truncada de una manera que reduce
potencialmente esta codificacion aminoacida.

El gen TAL1 en el cromosoma 1 codifica un factor de trascripcion hematopoyetico. Los
diferentes articulos mencionan porcentajes parecidos de pacientes manejados ya sea en nifios
y adultos, en leucemias o linfomas de estirpe T, realizando anélisis de Southern o RTPCR
recientemente. (145, 146, 147, 148, 149)

MDR

Los transportadores en el cuerpo juegan un papel principal en la distribucién y eliminacion de
muchos agentes terapéuticos clinicamente importantes. La P-Glicoproteina (PGP) es una
ATP- dependiente de membrana unida al transportador que hasta ahora le confiere resistencia
a varias estructuras no relacionadas agentes neoplasicos clinicamente importantes. Este
fendmeno generalmente es conocido como resistencia a las drogas. PGP es codificada por los
genes en el cual incluye a mdrl y MDR1 en los humanos y mdrla y mdrlb en los roedores.
Los productos de sobre expresion del gen mdrl han sido implicados como un primer
mecanismo en resistencia a drogas en el tumor, particularmente en los tumores que se
presentan en tejidos los cuales normalmente expresan PGP (ejemplo, higado, rifiones, intestino



y la interrupcion de sangre al cerebro). Auque otras funciones fisiologicas no estan claramente
definidas, los productos del gen mdrl juegan un papel tomando la proteccion de organismos
repitiendo toxicos xenobioticos.

Mientras los agentes neoplasicos son substratos importantes de PGP, otra variedad de drogas
clinicamente relevante solo son transportadas por PGP. Por lo tanto en adicion y examinacion
de la sobre expresion de PGP en células tumorales, no entendiendo los mecanismos
fisioldgicos de regulacion de PGP pudiendo ayudar esto a su explicacion variablemente sujeta
a disposicion de drogas. La identificacion de secuencia de genes y los recientes avances en
biologia molecular han resultado en una explosion de conocimientos referentes a la regulacion
genética de PGP. Estos delineamentos de esos caminos regulatorios pueden permitir su
prediccion y manipulacion de genes expresados de mdrl en orden de mejorar la eficacia
clinica de substratos de PGP. Como las funciones de PGP es proteger las células de los dafios
quimicos y metabdlicos esto es plausible que esos transportadores juegan un papel importante
en la respuesta celular en stress. Por lo tanto numerosos estimulos “stress-evoking” han sido
reportados como genes de expresion alterados de mdrl. Las regiones promotoras y las
secuencias regulatorias rié debajo de los genes mdrl de humanos, ratones, hamster, y ratas han
sido identificados y caracterizados.

En resumen, un gran numero de estimuladores ambientales son conocidos por sus efectos en la
expresion de los genes mdrl. En humanos esto sugiere que MDR1 puede funcionar como un
gen de shock caliente y esta expresion puede ser modulada por un numero de agentes gatillo
los cuales son sefiales de ruta. La radiacion ionizante solo ha mostrado una desregulacion
cruzando la expresion del gen mdrl en especies en un ndmero de vias de mecanismos. La
evidencia demuestra que la radiacion UV modula el gen humano MDRL1 de trascripcion auque
los mecanismos en la cromatina no, un primer camino regulatorio se ve con el gen MDRL.
Otros estimulos stress incluyendo una variedad de citokinas y factores de crecimiento han
demostrado sus efectos en la expresion del gen mdrl. Auque muchos han sido reportados en la
expresion del gen mdr, los mecanismos involucrados en esta regulacion son relativamente
desconocidos. Esto es que un numero limitado de factores de trascripcidn posee sitios de unién
en los promotores de mdrl que son involucrados en los cominos regulatorios de estimulacion
de stress. La sobre expresion del genl de multiresistencia a drogas (MDR1) es un factor
negativo de pronéstico en leucemia. %5V



MATERIALES

Aspirado de medula dsea 6 sangre periférica humana, colorante de Wright-Giemsa para la
tension de laminillas para su observacion al microscopio, anticuerpos monoclonales,
citometro de flujo, RNAm, dNTP, Buffer, DTT, MMLV-RT, cDNA, (kit de HemaVision).
Para sintesis de cDNA micropipetas con filtro 0.5-10 ul, 20-200 ul, espectrofotometro,
microcentrifuga, termociclador, agua libre de DNAse y RNAse, guantes, tubos libres de
RNAse,.

Preamplificacion, micropipetas con filtro 0.5-10 ul, 2-20 ul, 20-200 ul, 100-1000 ul, pipeta
multicanal de 20-200 ul, tiras de microtubos de 8 pozos, tiras de tapas de 8, tubos de 1.5 ml,
HotStarTaq DNA polimrasa , vortes, agua para PCR.



Deteccion de la amplificacion, micropipetas 0.5 ul, 2-20 ul, 20-200 ul, 100-1000 ul, agarosa
,TBE buffer, camara de electroforesis, bromuro de etidio mg/ml, buffer de carga, pipeta
multicanal (1-50 ul).

EL PANEL EMPLEADO PARA CLASIFICAR LEUCEMIAS POR INMUNOFENOTIPO
FUE EL SIGUIENTE.

Anticuerpos mieloides

CD34, CD33, CD117, CD14, CD13.
Anticuerpos linfoides

CDs3, CD2, CD10, CD19, CD20, CD4, CD8
Anticuerpos anti plaquetas

CD41

Anticuerpos eritroides

GLICOFORINA A

Anticuerpos intracelulares

cMPO, cCD3,cCD79

Anticuerpo de pronostico

MDR

TECNICAS

TINCION DE LA MEMBRANA CELULAR CON ANTICUERPOS MONOCLONALES
FLUORESCENTES

Muestra: sangre completa, médula dsea, u otros liquidos corporales (cefalorraquideo, pleural,
etc.) anticoagulados con EDTA (K3) o heparina.

PROCEDIMIENTO:

1.- En un tubo de propileno de 12 x 75 mm, colocar 100 uL de la muestra, que debe contener
de 5-20x10 5 células en total. Si es necesario diluir la muestra con PBS, o concentrarla por
centrifugacion.

2.- Agregar el (los) anticuerpo(s) monoclonal(es) fluorescente(s), en el volumen recomendado
por el fabricante.

3.- incubar por 10-15 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad.

4.- Hemolisar y fijar en el Q-Prep r utilizando el ciclo de 35 segundos.

5.- Leer en el citdbmetro de flujo, excitando con un laser de argon (enfriado por aire) a 488 nm,
y colectando con la siguiente seleccidn de filtros:

FITC 525 nm (FL1)
Ficoeritrina 575 nm (FL2)
PE-texas RED (ECD) 610 nm (FL3)
PerCP 675 nm (FL4)
PE-Cyanina 5 675 nm (FL4)
Tricolor 675 nm (FL4)

Se utiliza aloficocianina (APC) como marcador fluorescente, la emision se colecta también en
675 nm, pero es menester emplear un rayo l&ser infrarrojo (He-Ne) para excitarla.



La coleccidn de los fluorocromos debe hacerse utilizando los pulsos en escala logaritmica.

TINCION DE ANTIGENOS CITOPLASMATICOS
Muestras: Sangre periférica 0 médula dsea, obtenidas con EDTA (K3) u otros especimenes.

Procedimiento:

1.- Colocar 50 uL de la muestra (5-20 x 10 5 células por mL) en un tubo de propileno de 121
X75 mm.

2.-Adicionar 100 uL del fijador (reactivo 1 IntraPrep) y agitar vigorosamente.

3.- Incubar a temperatura ambiente por 15 minutos.

4.- Lavar con 4 mL de PBS por 5 minutos a 300 x g y aspirar el sobrenadante.

5.- Adicionar 100 uL del permeabilizante (reactivo 2 IntraPrep) y dejar incubar durante
5minutos.

6.-Agitar en el vortex a baja velocidad durante 2 segundos.

7.- Adicionar 20 uL del (los) anticuerpo(s) conjugado(s) apropiado(s).

8.- Incubar a temperatura ambiente por 15 minutos.

9.- Lavar las células con 4 mL de PBS por 5 minutos a 500 x g.

10.- Descartar el sobrenadante.

11.- Resuspender en 500 mL de PBS para analizar en el citometro.

La seleccion de filtros en el citometro , esta sujeta a los fluorocromos empleados.

NOTA: El reactivo FIX & Perm r (CALTAG Laboratorios) ha sido evaluado en estudios
multicéntricos y considerado como Optimo para la deteccion de diversos antigenos
intracitoplasmaticos. El reactivo IntraPrep r (Becman-Coulter) es una muy buena alternativa
para el mismo proposito.

REACTIVOS

PBS
NaCl 17.00 g
Na2HPO4.7H20 2.35¢
NaH2P0O4.H20 0.45¢
H20,gbp 2.00 L

pH 7.4 con HCI 2N

Métodos:

El estudio se realizara llevando a cabo los tres métodos de diagnostico en forma prospectiva a
todas las muestras de aspirado de médula Gsea o sangre periférica con el diagnostico
morfolégico de la FAB de leucemia aguda ,establecidos y confirmados por los médicos
Hematdlogos y Quimicos del servicio de Hematologia y Biologia Molécular del HCSAE,
tanto adultos como pediatricos ,asi como las muestras enviadas de los hospitales regionales de
PEMEX en provincia, de donde este centro ,ya funciona como referencia para el diagnostico
por inmunofenotipo y RTPCR ,en leucemias agudas.



Se solicitara el envio de muestra de aspirado de medula 6sea en cantidad de 3 ml, en EDTA
como anticoagulante, en donde 2 ml servira para la determinacion del inmunofenotipo y 1 ml
para el estudio de RTPCR para la busqueda de translocaciones.

En caso de tener una muestra con mas del 30% de blastos en sangre periférica, siempre y
cuando se tenga el diagnostico de leucemia aguda confirmado morfolégicamente.

Se realizara la determinacion del inmunofenotipo por la técnica de preparacion automatica Q-
prep., de Beckman Coulter para obtener las células mononucleares y se cuantificaran las
reacciones antigeno-anticuerpos utilizando anticuerpos monoclonales triples en protocolos
previamente establecidos en el citdbmetro de flujo modelo XL marca Beckman Coulter. Que
mas adelante se mencionaran los paneles utilizados.

El estudio de las translocaciones se realiza en mRNA total extraido de células mononucleares
de sangre periférica 0 médula dsea el cual se extrae empleando metodologias estandar.

El mRNA total se usa como molde para la sintesis del cDNA, usando la enzima
transcriptasa reversa (RT) y el cDNA, se usa entonces para la amplificacion de la secuencia
blanco o empleando la PCR (reaccién en cadena de la polimerasa ) procedimiento que se
conoce como RT- PCR . El método empleado esta disefiado en base al empleo de PCR
multiples que contienen varios pares de iniciadores, lo cual permite realizar un rastreo para las
principales translocaciones encontradas en las leucemias.

Una vez que se detecta la presencia de un gen de fusién, se realizan PCR con un solo par

de iniciadores especificos para cada una de las translocaciones, de las que se emplearon en las
mezclas iniciales para realizar el screening.
Los productos de amplificacidn tanto en la fase de rastreo, como fase de identificacion se
visualizara en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio, lo cual permite analizar la
intensidad de la banda que es proporcional a la cantidad de RNA m proveniente del gen de
fusion, asi como tamafio en pares de bases lo cual permite conocer el punto de ruptura de cada
translocacion

TECNICA

6.2 Preparacion de RNA

1.- Recolectar sangre por venopuncién en tubo con EDTA, 0 en el procedimiento de aspirado
de medula 6sea se puede recolectar muestra en un tubo con EDTA.

2.- No congelar la muestra de sangre 6 medula ésea obtenida.

3.- EI RNA se obtendré de las células mononucleares aisladas de la sangre total o de la medula
Osea por el método fisico, como lo es los diferentes gradientes de densidad (Ficoll Hypaque).
Esta técnica recomienda el uso de QlAamp Blood Mini Kit (Quiagen).

4.- Con muestras de 24 horas de recoleccion, extraer el RNA de la muestra como lo describe
en el manual de Quiagen QlAamp RNA Blood Mini Kit. Obteniéndose aproximadamente de
1x10 7 de células mononucleares de 5-10ug.

5.- Medir la concentracion de RNA por densidad Optica a 260nm. En absorbancia de 1 unidad
a 260nm corresponde a 40mg de RNA por ml (A260=1=40ug/ml) ajustar la concentracion de
RNA a 0.1ug/ul con agua libre de RNAasas. Preparar dos alicuotas con 10 ul por tubo
Almacenar las alicuotas de RNA a -70°C.

6.3 Sintesis de cDNA por PCR amplificacion maestra.



6.3.1.- Cada tubo de muestra libre de RNAasas contiene 1ug de RNA (disolver en 10ul de
agua libre de RNAasas como se describio anteriormente) y agregar 4ul de solucion primer
cDNA mezclar lentamente con la pipeta en el fondo del tubo de reaccion por 10 segundos.
Nota usar solo las pipetas que estan destinadas en esta area de pre-amplificacion.

6.3.2.- En un tubo aparte, libre de RNAasas pipetear 10 ul de agua libre de RNAasas y 4ul de
la solucion primer de cDNA (como control negativo).

6.3.3.-Incubar los tubos en un termociclador a temperatura de 65°C por 5 minutos, sacarlos y
colocarlos en hielo.

6.3.4.- Pipetear 11ul de sintesis-mezcla de cDNA (ver lo siguiente) en cada tubo, mezclar con
la pipeta una y otra vez por 10 segundos.

Sintesis-mezcla de cDNA por una muestra:

Si son 2 6 3 muestras multiplicar por el nimero de muestras las cantidades abajo sefialadas.
Nota prevenir la contaminacién de la sintesis mezcla de cDNA cuando es preparada y
alicuotada en una area separada nunca usar pipetas que hayan tenido contacto con algin DNA
0 RNA (area 2 pre-amplificacion)

5.0ul 5X MMLV-RT solucion buffer
2.5ul 100 MM DTT

2.5ul dNTP mezcla (por cada 10nM)
1.0ul MMLV-Rt, 200 U/ul

Para compensar las variaciones de pipeteo y la pérdida de liquido en el interior de las paredes
de los tubos, se recomienda la preparacion de un 10 % mas de la mezcla.

6.3.5.- Incubar a 37 °C por 45 minutos. (Sacar y colocar en hielo)

6.3.6.- Agregar 25 ul de agua destilada para diluir del cDNA.

6.3.7.- Incubar a 95 °C por 5 minutos para inactivar la enzima MMLV-RT.

6.3.8.- Sacarla y colocarla en hielo. Ahora la muestra esta lista para la amplificacion por PCR
por Hema Vision Master-6 Split out, si la muestra no va ser procesada en el momento
guardarla en congelacion (4 a 8 °C) hasta su proceso.

6.4 PCR de amplificacién maestra




Nota para lograr la méxima sensibilidad en la muestra de cada paciente y control negativo esta
sujeta a dos reacciones de PCR: La primera PCR maestra y la segunda PCR maestra anidada.
6.4.1 La primera PCR maestra

En la preparacién de la primera reaccidbn de mezcla maestra es como se menciona
posteriormente. La primera PCR maestra consiste en 8 reacciones paralelas por cada muestra
de paciente. Cada PCR contiene diferente solucién primer (M-1PCR a M8PCR) cada una es
especifica para la sintesis de diferentes grupos de translocaciones 6 rearreglos cromosémicos.
Colocar las 8 reacciones de PCR en el templete de cDNA (control negativo) este es preparado
con las reacciones de PCR de muestras de pacientes.

6.4.1.1.- Determinar el nimero de reacciones de PCR (muestras de pacientes + control
negativo) para ser correccion, por ejemplo 1 muestra de paciente y un control negativo = 16
reacciones de PCR.

Volumen transferido

6.4.1.2.- Preparar la primera mezcla maestra de polimerasa de acuerdo a la tabla 1.

Tabla 1 mezcla maestra de PCR polimerasa.

No de muestras + 2 3 |4 5 6 7 8 9 10 11 12
Control negativo

NuUmero de reacciones | 16 |24 |32 |40 |48 |56 |64 72 80 88 96
De PCR

10x PCR buffer 44 |66 |88 |110|132 154|176 |196 |218 |240 |262
Mezcla de dNTP 9 13 |18 |22 |26 |31 |35 |39 |44 |48 |52

HotStarTag DNA 7 11 (14 |18 |21 |25 |28 |31 |35 |38 |42

Polimerasa (5u/ul)

H20 destilada 205 | 307 | 409 | 511 | 613 | 715|817 |911 |1012 1113|1214
Volumen total 265 | 397 | 529 | 661 | 792 | 925 | 1056 | 1177 | 1309 | 1439 | 1570

El buffer 10X PCR es suplido con Quiagen HotStarTag DNA polimerasa. Este contiene 15
mM de MgCl 2.

6.4.1.3.- Mezclar por pipeteo en el fondo del pozo, no formar burbujas.

6.4.1.4.- Tomar una tira de 8 tubos y dispensar M1 a M8.

6.4.1.5.- Transferir la primera mezcla maestra de polimerasa en cada uno de los 8 tubos de
reaccion. El volumen transferido es determinante para el nimero de muestras a analizar de
acuerdo en la tabla Il. Por ejemplo para una muestra de paciente y un control negativo agregar
32 ul de la primera mezcla maestra de polimerasa en los 8 tubos. (Ver la tabla I1).




Tabla 1l .Primera mezcla maestra de polimerasa de PCR transferir el volumen.

NUmero de muestras |2 (3 |4 |5 |6 |7 8 9 10 (11 |12
+ control negativo

Volumen transferido | 32 | 48 | 64 | 80 | 96 | 112 | 128 | 144 | 160 | 176 | 192

6.4.1.6.- Agregar la solucion maestra primer (M1-PCR a traveés de M8-PCR 1) a los tubos
correspondientes que contienen la primera mezcla maestra de polimerasa. EI volumen agregar
es determinado por el nimero de muestras a ser analizadas de acuerdo a la tabla Ill. Por
ejemplo una muestra de paciente y un control negativo, agregar 11 ul de M!-PCRI al tubo 1, y
agregar 11ul de M2-PCR | al tubo 2,y asi sucesivamente. La nueva mezcla contiene la mezcla
polimerasa y el primer de PCR que es llamada mezcla de reaccion.

Tabla I11. Volumen de solucion primer maestra

NUmero de muestras |2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10]|11 |12
+ control negativo

Volumen alicuotado | 11|16 |21 |27 |32 |37 |43 |48 |54 |59 | 64

6.4.1.7.- Rotular cada una de la tiras de 8 tubos de muestra y del control negativo, el lugar de
la tira y el tubo de reaccion.

6.4.1.8.-Agregar con la pipeta 20 ul de la mezcla de reaccion y mezclar por pipeteo sin formar
burbujas. Transferir 20 ul de mezcla de reaccion a cada tubo de la tira de muestra y control
negativo.

6.4.1.9.- Agregar 5 ul de la muestra de cDNA a cada uno de los 8 tubos de reaccion en la tira.
Repetir el procedimiento para todas las muestras. Usar pipetas con filtro dedicadas
Unicamente para pre-amplificacion.

6.4.1.10.- Agregar 5 ul del control negativo preparado anteriormente a cada tubo de los 8 de
control negativo.

6.4.1.11.- Colocar los tubos en el termociclador Perkin-Elmer GeneAmp 9600 e iniciar
inmediatamente la amplificacion por PCR usando los parametros de ciclado que estan en la
tabla 1V.

Tabla IVV. Pardmetros de amplificacion de PCR maestra.

Paso Tiempo/Temperatura Ciclos
1 15 minutos a 95 °C 1
2 30 segundos a 95°C 25
30 segundos a 58°C
1 minuto 30 segundos
ar2°C
3 terminar en 4 °C 1

6.4.2 Reaccion de amplificacion maestra PCR anidada
6.4.2.1.- preparar el numero de reacciones de PCR como en el paso (1)
6.4.2.2.- Preparar la mezcla de polimerasa anidada de acuerdo a la tabla V.



Tabla V: Mezcla de polimerasa anidada

No de muestras + 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Control negativo

NuUmero de |16 |24 |32 |40 |48 56 64 72 80 88 96
reacciones
De PCR

10x PCR buffer 44 166 |88 |110]132 |[154 |176 |[196 |218 | 240 | 262

Mezcla de dNTP 9 13 |18 |22 |26 31 35 39 44 48 52

HotStarTag DNA 7 11 (14 |18 |21 25 28 31 35 38 42
Polimerasa (5u/ul)

H20 destilada 275 | 412 | 550 | 687 | 824 | 961 | 1099 | 1225 | 1361 | 1497 | 1633

Volumen total 335|502 | 670 | 837 | 1003 | 1171 | 1338 | 1491 | 1658 | 1823 | 1989

6.4.2.3.- Mezclar en el pozo por pipeteo varias veces sin formar burbujas.

6.4.2.4.- Tomar la tira con 8 tubos y rotularla con M1 a M8.

6.4.2.5.- Transferir la mezcla de polimerasa anidada a cada uno de los 8 tubos. EI volumen
transferido es determinado por el nimero de muestras a analizar como esta en la tabla VI. Por
ejemplo para una muestra de paciente y un control negativo agregar 40 ul de la mezcla de
polimerasa anidada en cada uno de los 8 tubos.

Tabla VI: Transferir el volumen de la mezcla de polimerasa anidada.

NUmero de muestra |2 |3 [4 |5 6 7 8 9 10 |11 |12
+ control negativo

Volumen transferido | 40 | 61 | 81 | 102 | 122 | 142 | 162 | 183 | 203 | 224 | 244

6.4.2.6.- Agregar la solucién de primer anidado (M1-PCR Il a través de M2-PCR 1) en el
tubo correspondiente que contiene la mezcla de polimerasa anidada, el volumen a agregar es
de terminado por numero de muestras a analizar de acuerdo a la tabla VII. Por ejemplo para
una muestra de paciente y un control negativo agregar 11 ul de M1-PCR Il al tubo 1,y
agregar 11 ul de M2 PCR 1l al tubo 2 y asi sucesivamente. La nueva mezcla (Mezcla de
polimerasa anidada + premier) es llamada mezcla reaccion anidada.

Tabla VII: Volumen de solucion de primer anidado

NUmerode muestras |2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10]|11 |12

Volumen a alicuotar | 11 |16 |21 |27 | 32 |37 |43 |48 | 54 | 59 | 64

6.4.2.7 Etiquetar la tira de 8 de muestra mas la de un control negativo. La tira de tubos
introducirla a un rack.

6.4.2.8 Usando una pipeta multicanal colocar y repartir 24 ul, mezclar la reaccién anidada por
pipeteo sin formar burbujas. Transferir 24 ul de esta mezcla a cada una de las muestras en la
tira'y al control negativo de la tira.

NOTA: transferir el rack con los tubos al cuarto de preparacion de reactivos en el area 3
dedicada a transferir los productos de PCR para la previa First Master PCRs en la Nested
Master PCRs.




6.4.2.9 Usando una pipeta multicanal transferir 1.0 ul de cada una de las reacciones de la First
Master PCR a su correspondiente tubo de Nested master PCR.

6.4.2.10 Colocar los tubos al interior del termociclador Perkin-Elmer GeneAmp 9600 e iniciar
inmediatamente la reaccion de amplificacion usando los parametros de ciclado que se indican
en la tabla VIII.

Tabla VIII: Nested Master PCR parametros de amplificacion

PASO TIEMPO/TEMPERATURA CICLOS
1 15 MINUTOS 95 °C 1
2 30 SEGUNDOS A 95 °C 20

30 SEGUNDOS A58 °C
1 MINUTO 30 SEGUNDOS

AT72°C
3 10 MINUTOS A 72 °C 1
4 LLEVAR A4 °C 1

6.5 Deteccion de productos de Master PCR en las reacciones amplificadas

6.5.1 Preparar un gel de azarosa al 1.5 % de 10 centimetros de largo en 1 x TBE buffer y
agregar bromuro de etidio en concentracion final de 0.5 ug/ml.

6.5.2 Agregar 3 ul de buffer de carga al interior de los tubos que contienen la reaccion First
Nested master PCR. Cargar aproximadamente 14 ul al interior del gel. Por conveniencia en la
interpretacion se recomienda cargar las 8 reacciones de PCR de una muestra (en la linea 1-8)
seguido el marcador de peso molecular.

6.5.3 Correr el gel en 1 x TBE buffer hasta que el azul de bromofenol haya emigrado % partes
del gel.

6.5.4 Examinar el gel a través de un transiluminador y documentarlo en fotografia.

6.6 Interpretacion de resultados de las reacciones de amplificacién master PCR

Cada una de las 8 reacciones identifica un numero de translocaciones. Para identificar la
translocacion especifica usar la amplificacion de PCR Split-out, la Split out es una solucién
primer especifica para cada translocacion.

La presencia de un producto especifico en una de las 8 lineas para cada una de las muestras a
determinar las cuales corresponden a la solucion primer Split out pueden ser usadas para la
amplificacion de PCR Split out (ver figura 1) 1). Por un instante una banda especifica en la
linea 2 significa que la solucion primer de Split out puede utilizarse M2A-M2E vy asi
sucesivamente.

Importante: El fragmento del control interno de 911 pb puede ser amplificado en todas las
lineas.

La intensidad del fragmento de PCR control interno puede disminuir en presencia de
productos especificos de translocaciones

La presencia de una mancha débil de fragmentos de PCR pueden ser no interpretados como
una translocacion especifica. Porque Hama Vision es un sistema multiple basado en manchas
débiles 6 bandas tenues que pueden ser observadas ocasionalmente. En el caso de tener duda
de la amplificacion de la PCR Split out se puede verificar.

Para algunos de los genes involucrados en translocaciones especificas de leucemias mas que
en un punto de rompimiento han sido descritas. Para los puntos de rompimiento que son



separados por varios cientos pares de bases, aqui se ha designado la deteccién individual de
primers que tienen una alta sensibilidad. Sin embargo por razones semejantes como la
existencia de variantes de empalme, unas pocas de translocaciones detectadas por Hema
Vision Kit pueden aparecer en mas de una reaccion master. Cuando mas de una reaccion
Master muestra una amplificacion especifica, se recomienda correr todas las reacciones de
Split out correspondientes. La interpretacion de las reacciones de Split out (usar la tabla de
interpretacion) pueden tener una translocacion.

En la tabla siguiente se muestra una lista de las translocaciones que en teoria pueden aparecer
en mas de una reaccion Master (Split out) y solo pude aparecer como un fragmento grande en
el Split-out:

Split-out | Translocacion | Solo aparece en el Split out | Pero se interpreta como
M1D t(10;11) M2D o M5B M1D
M2D t(10;11) M5B M2D
M2C t(11;19) M5C M2C
M5D t(9;11) M2E M5D
M7D t(3;21) M4B o M8B M7D
M4B t(3;21) M8B M4B
M8C t(15;17) M4D M8C
M6A inv(16) M7C M6A
M6B t(9;22) MB8E M6B

Sintesis de cDNA para amplificacion Split out

Para la sintesis del cDNA por favor ver la seccién 6.3.
La PCR amplificada Split out.

Para conseguir la maxima sensibilidad en cada muestra de paciente y del control negativo
estan sujetas a dos reacciones de PCR : la primera PCR Split-out y la PCR anidada Split-out.
La primer PCR Split out
El volumen de la mezcla polimerasa Split-out depende del nimero de reacciones de PCR
Master mostrando un producto especifico de una translocacion, el nimero de muestras
paciente que seran analizadas y el nimero de controles negativos a preparar. La reaccion del
control negativo es preparada para cada mezcla de Split out (ver la figura 3) la siguiente tabla
muestra la preparacion de la primera mezcla polimerasa Split-out para una reaccion.
Tabla IX primera mezcla polimerasa Split-out
Para compensar la variacion en el pipeteo y la pérdida de liquido en el interior de los pozos se
recomienda preparar un 10 % mas de la mezcla.
Mezclar la Polimerasa-mezcla por pipeteo hacia arriba y hacia abajo varias veces.

Colocar las tiras de tubos de reaccion PCR de 0.2 ml correspondiente al nimero de tubos con
su respectiva solucion primer Split-out. Colocar una por una de las muestras teniendo la
reaccion positiva especifica en la amplificacién Master y colocar una por cada tipo de Split-
out (para control negativo) (ver la figura 3).
Transferir 15 ul de la mezcla polimerasa del primer Split-out por cada tubo.
Por cada muestra y control negativo 5 ul de la primera solucion identificada primer Split-out
colocar (MX)-PCR 1 son adicionados a los tubos. Un ejemplo se muestra en la figura 3. Para
una muestra primera solucion Split-out M3A-PCRI es adicionado al tubo namero 1, M3B en



el tubo nimero 2 y asi sucesivamente. Por ejemplo 2, la primera solucion Split-out M1A
pipetear al tubo nimero 1, M1B en el tubo nimero 2, etc.

NOTA: transferir el rack con los tubos al cuarto de preparacion de reactivos con el cDNA
sintetizado al area 1.

Agregar 5 ul del cDNA muestra a cada uno de los 8 tubos que contienen la solucién primer y
la mezcla de polimerasa Split-out. Agregar 5 ul del cDNA del control negativo a cada uno de
los tubos de control negativo.

NOTA: transferir el rack con los tubos al cuarto de preparacion de reactivos en el area 3
dedicada a transferir los productos de PCR para la previa First Master PCRs en la Nested
Master PCRs

Tabla X: Parametros de la primera amplificacion de PCR Split-out

PASO TIEMPO/TEMPERATURA CICLOS
1 15 MINUTOS 95 °C 1
2 30 SEGUNDOS A 95 °C 25

30 SEGUNDOS A 58 °C
1 MINUTO 30 SEGUNDOS
AT72°C

3 LLEVARA4°C 1

La reaccion de PCR anidada Split-out

El volumen de la mezcla de polimerasa anidada Split-out depende del nimero de reacciones
PCR Split-out preparar como en 6.8. La preparacion de la mezcla de una muestra es como se
muestra a continuacion (tabla XI).

Tabla X1 Mezcla polimerasa anidada Split-out

REACTIVO 1 REACCION

10 x PCR buffer 25 ul

dNTP mezcla (10mM cada una) | 0.5 ul

HotStarTaq DNA Polimerasa 0.4 ul
(5 unidades/ul)

ddH20 15.6 ul

Para compensar la variacion en el pipeteo y la pérdida de liquido en el interior de los pozos de
los tubos, se recomienda preparar un 10 % mas de la mezcla.

mezclar la mezcla de polimerasa Split-out por pipeteo hacia arriba y hacia abajo varias veces.
Colocar el namero de tiras con tubos de 0.2 ml para PCR como en 6.8.1.2.

Transferir 19 ul de la mezcla polimerasa Split-out a cada tubo.

Por cada muestra y control negativo 5 ul de la solucion primer Split-out a identificar colocar
(MX)-PCR 11 son adicionados a los tubos. Por ejemplo 1, solucion primer Split-out M3A-PCR
| es agregado al interior del tubo 1, M3B al interior del tubo 2 y asi sucesivamente. Para la
muestra 2 la solucién primer Split-out M1A es agregada al interior del tubo ndmero 1, M1B
es agregada al interior del tubo numero 2 y asi sucesivamente.

NOTA: transferir el rack con los tubos al cuarto de preparacion de reactivos en el area 3
dedicada a transferir los productos de PCR para la previa PCRs Split-out en la Nested Split-
out PCRs.



Agregar 1 ul de cada una de las reacciones de PCR primer Split-out a cada uno de los tubos
colocar el contenido correspondiente de la solucion primer y mezcla de polimerasa anidada
Split-out.

Colocar los tubos al interior del termociclador Perkin-Elmer GeneAmp 9600 e iniciar
inmediatamente la reaccion de amplificacién usando los parametros de ciclado que se indican
en la tabla XII.

Tabla XII: Parametros de PCR Split-out anidada

PASO TIEMPO/TEMPERATURA CICLOS
1 15 MINUTOS 95 °C 1
2 30 SEGUNDOS A 95 °C 20

30 SEGUNDOS A 58 °C
1 MINUTO 30 SEGUNDOS

AT72°C
3 10 minutos a 72 °C
4 LLEVAR A4 °C 1

Deteccidn por electroforesis en un gel de agarosa.

Preparar un gel de agarosa al 1.5 % de 10cm de largo en 1 x TBE buffer, agregar bromuro de
etidio con una concentracion final de 0.5 ug/ml.

Agregar 3 ul de buffer de carga a cada una de las reacciones PCR Split-out. Cargar con 14 ul
al interior del gel. Para conveniencia de interpretacion se recomienda cargar las reacciones de
PCR de una muestra seguido del marcador de peso molecular.

6.5.3 Correr el gel en 1 x TBE buffer hasta que el azul de bromofenol haya emigrado % partes
del gel.

6.5.4 Examinar el gel a través de un transiluminador y documentarlo en fotografia.

7. INTERPRETACION

El fragmento de control interno es de 911 pares de bases y puede ser amplificado en todas las
lineas.

Checar el fragmento del control interno para la integridad de la muestra de RNA y por la
presencia de inhibidores de PCR. La amplificacion débil del fragmento de control interno en la
ausencia de fragmentos de una translocacion especifica puede ser causada por una degradacion
del templete de RNA o la presencia de contaminantes genémicos de DNA en la preparacién de
RNA.

La presencia de fragmentos de PCR de una translocacion especifica en una de las lineas
muestra que la muestra de RNA contienen la translocacion definida por el par de primer
especifico en la reaccion de PCR Split-out. La interpretacion se muestra en la siguiente tabla
que contiene la informacion para verificar cual translocacion es identificada por al par primer
particular Split-out. Este ensayo de prueba de 28 translocaciones 6 rearreglos cromosomales
los cuales pueden resultar en la generacién de mas de 28 variantes de genes de fusion de
MRNA debido a la hetereogenidad de los puntos de rompimiento y al splicing alternativo.
Como una consecuencia del nimero de translocaciones positivas en fragmentos largos de
PCR.



En la tabla 1 se muestran las 8 mezclas de primer utilizados en la que se muestran los
distintos genes afectados en caso de una translocacion positiva para alguno de ellos, en la tabla
1 del Split-out se muestran individualmente cada uno de los primer utilizados para determinar
la especificidad de la translocacion, por ejemplo si resulta positivo para M6 tendremos que
realizar una segunda RTPCR para las 5 mezclas que encierra a M6 y asi determinar
especificamente de que translocacion se esta determinando; si diera positiva para M6B
estariamos hablando de t(9;22)(q34;q11) genes involucrados BCR(22g11) ABL(9g34); fusion
del gen y tamafio correspondiente del fragmento de PCR (pares de bases) BCR/ABLb2a2:
397pb, BCR/ABL3a2:472pb, BCR/ABLc3a2: 1012 pb, BCR/ABLb2a3: 223pb,
BCR/ABLDb3a3: 298 pb, y asi seria para cada uno de M1 a M8 posteriormente los Split-out de
M1 a M8.“®)



HemaVirion Screen ez una prueha muliple de ET-PCR cualitativa, dizefiada para el Screen de
28 diferentes translocaciones o rearreglos de los cromoromas,incluyendo mas de 0 punios de
ropitura & variantes de Splice, encontrandose subtpos particulares y especificos de leucemias

agudas o cronicas

£1:11q21; 922
£1:191q23p12)
t[221q26;922)
(3 50q25.1:q34)
t4:11q21;923)
S 2Mq33;plz)
£S5 171935 g21)
811 q27; q23)
HE; P23 q24)
2:21q22:922)
[2:11q22:922)
H[2:12Mq34; p13)
2 221q34;911)
2 200q34: q24)
1011 plz;q23)
£(11:170q23;q21)
£H11:17q23:q21)
£11:190q22:p12.1)
£11:190g2 2:pl3 3]
12 21 pl3;qzZ)
12 22 pl3;qll)
1517 q22;q21)
16 210 qll; q=Z)
17190 q22: pl3)
in(1EMpl2; 922
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TEL/ABL
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SETHCAN
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MLLAAFLT
PLEF/RARa
MLLFELL
MLLYE ML
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TEL/MML
PMLYS FAR.a
TLSERIS
E2é8fHLF
CRFEMYHLL
MLLAAFE
SILTAl

Todos los Kite estan CE-Hechos y identificados
con IVD "Para procedinuientos de diagnoestico

invitre™

Descripeion de la téendca

El KA total ez uwhilizade como templete para la sintesiz de ¢DMNA,con un total de ocho reacciones
de amplificacion multiples ¥ paralelas llamadas (amplicacion maesira de PCE), zeguida
subgecuentemente por una reaccion de amplificacion de PCR anidada.

Loz resultadoz de loz productos de PCR son examinados por eleciroforesiz en un gel de agarosa;
¥ la presencia de una handa caracteristica y especifica determina un tpo de translocacion.




HemaVizion-Screen carta de seguimiento, ilusiracion de los pasos invelucrados en el Screen
de las 1% diferentes translocaciones.

Preparacion del RNA
+
Sintesiz del cDNA
+
Amplificacion del PCE maesira,seguida de PCR anidada
4
Detecccion
Mlueszira 1 Mueszira 2
1 134 567 8 1 23456748
Eeaceion Reaccién
conirol —= *conirel
Producto
especifico
4
Interpretaton
Muesira 1 Positiva para translocacion contenida en 3= MIA-MID
Muesira I Negativa para translocaciones

Comwo ze 1lusira arriba la muesira 1, el resultade del fragmento de PCE en la linea 3 (B3}, esto
indica gue una de las translocaciones gue eztan contenidar en M3 ha sido identificada en la
muesira 1. La translocacion puede ser identificada, utilizando un splice especifico que contiens
el splice-out primer gque esta en el Kit de HamaVizion.

Cada reaccion de PCE contiene un control interno positive gue resulia en un fragmento de 211
pares de hases. Fl fragmenio de conirol de PCR resulta de la amplificacion de la secuencia de
ENA que egta presente en todas las muesiras de RNA. Estar reacciones control checan la
integridad del ENA de la muesira ¥ la presencia de inhibidores de PCE.

En las tablas de interpretacion se muestran las ocho combinaciones de mezclas de reaccion,
que se utilizan para realizar el primer Split out (Tabla 1) y en caso de que resulte positiva para
alguna de ellas, se realiza la segunda reaccion especifica para cada mezcla por ejemplo si es
positiva para el Split M4, se emplearan la mezclas de M4 (Tablas Split out) las cuales la
constituyen M4A, M4B, M4C, M4D y de esta reaccion si fuera positiva para M4D, esta
pertenece a t(15;17)(g21;922) PML(15022) RAR 1 21) y asi para cada una de las mezclas.



Tabla 1:

tabla de interpretacion

Mezcla Translocaciones Genes
M1
Mezcla Translocacion Genes MLLI1(11q23)
MLL1(11q23) M5A t(4:11)(g21;923) AF4(4q21)
MIA 1(X;11)(ql13:923) AFX1(X:q13) MLLI1(11q23)
MLL1{11423) M5B 1(10;11)(p12;923) AF10(10p12)
MIB 1(6:11)(g27:g23) AF6(6q27) BH/JLLI(I 1q23q)
MLLI1(11g23) M35C 1(11;19)(q23:p13.3) ENL(19p13.3)
MI1C t(11;19(q23:p13.1) ELL(19p13.1) _ . MLL1(11g23)
MLL1(11g23) M5D 1(9;111(q22:923) AF9(9922)
MI1D H10:11)(p12:q23) AF10(10p12) MLL1{11¢23)
M3E t(1;11)(g21:g23) AFl1g(1q2l)
M2 Mé
Mezcla Translocacion Genes MIX TRANSLOCATION GENES
MLL 1(1123) CBFP (16922}
inv(16)(p13;q22 MYHI11 (16pl3
M2A t(1:11)(p32:923) AF-1p(1p32) M6A inv(16)(p13:22) BCR(zéqf}i)J)
MLLI(11q23)
22)(q34:q11 ABL(9q34
M2B 1(11;17)(q23:921) AF-17(17q21) Ll S TFL((IZ‘;))
2
MLL1(11g23) i ; a
M2C (11:19)(q23:p13.3) ENL(19p13.3) e K9;12)(qa%;p13) T‘}f;(f;qjl‘?}
MLLLE g M6D 1(5;12)(gq33:p13) PD(SF%QB?S 33)
M2D #10:11)(p12;g23) AF10(10p12) (5:12)(g33;p13 TELUZPIC;)
MLL1(11g23) o
(12; 3qll MN1(22q11
M2E #9:11)(q22:923) AF9(9q22) MS6E (1222)(p13;911) @iy
M7
Mezcla Translocaciones Genes
Mezcla Translocacion Genes DEK(6p23)
= M7A 1(6;9)(p23;934) CAN(9¢34)
E2A({19p13) SET(9434)
M3A t(1:19)(g23;p13) PBXl(qu?) M7B 19:9) CAN(OG)
. e e CBFB (16422)
s ¥ 7 1) g22p 1) HLEC 1923) M7C nv(16)(p13:922) MYHI11 (16p13)
TEL{12p13) AML1(21422)
M3C 1(12:21)(p13:922) AML1{21q22) V7D {(3:21)(q26:022) EVIT (3q26)
TAL1Y SIL1(1p34)
M3D (40 kb deletion) TALI(1p34)
M8
Mezcla Translocaciones Genes
PLZF(11g23)
MS8A t(11;17)(g23;921) RARm(17g21)
M4 AML1(21q22)
Mezcla Translocacion Genes MEB t(3:21)(q26:922) EVI1 (3¢26)
AMLI1(21g22) PML(15¢22)
M4A (8;21)(g22,922) MGT8(8q22) MB8C 1(15:17%q21:922) RAR(17q21)
AML1(21922) ) NPM(5q35)
M4B 1(3:21)(426,422) EVII (3g26) MED H5:17)(q35:921) RAR0(17q21)
TLS(16p11) NPM(5q35)
M4C ¢(16:213(p11:g22) ERG(21q22) R8E 1(3:5)(425.1;034) MLF1(3g25.1)
PML(15q22) BCR(22q11)
M4D t(15;17)(q21:q922) RARw(17g21) MS8F 1(9:22)(q34:91 1) ABL(9q34)
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Table 1: Tabla de interpretacion

Split-out M1
GENES FUSION DEL GEN Y MEDIDA DE LOS |REFERENCIA
rcrvix |ALTERACION INVOLUCRADOS |CORRESPONDIENTES FRAGMENTOS
) CROMOSOMAL DE PCR (pares de bases)
MLL1(11g23)
MI1A (X;11)(q13:q23) AFX1(X;q13) MLL ex 8/AFX: 491 bp 1
MLL1{11g23) MLL ex 6/AF6: 308 bp
MiB t(6;11)(q27:q23) AF6(6q27) MLL ex 7/AF6: 441 bp 23
MLL ex 7/ELL: 464 bp
MIC MLL1(11q23) MLL ex 7/ELL-ins120: 584 bp 4:5.6
t(11:19)q23;p13.1) ELL(19p13.1} MLL ex 8/ELL-ins120: 697 bp
MLL1(11q23)
MI1D (10 11)p12:923) AF10(10p12) MLL ex 6/AF10 (589): 267 bp 9: 10
Split-out M2
GENES FUSION DEL GEN ¥ MEDIDA REFERENCIA
PCR MIX ALTERACION INVOLUCRADOS CORRESPONDIENTE DEL
CROMOSOMAL FRAGMENTO DE PCR
(pares de bases)
MLL1(11q23)
M2A t(1;11)(p32;923) AF-1p(1p32) MLL ex 6/A F-1p: 183 bp 7
MLL1(11g23)
M2B 1(11:17)(q23;q21) AF-17(17q21) MLL ex 5/AF-17: 303bp 8
MLL ex 6/ENL(A): 186 bp
MLL1(11g23) MLL ex 7/ENL(A): 318 bp 30;32; 34
M2C t(11;19)(q23:p13.3) ENL(19p13.3 MLL ex $/ENL(A): 432 bp
MLL ex 6/AF10 (979): 268bp
MLLI1(11g23) MLL ex 7/AF10 (979): 400bp
M2D t(10;11)(p12:g23) AF10(10p12) MLL ex 6/AF10 (883): 364bp 9; 10; 12
MLL ex 7/AF10 (883): 496bp
MLL ex 6/AF10 (787): 460bp
: : MLL1(11923) .
t(9:11)(g22;923) MLL ex 6/AF-9(B): 367 b :30;3
M2E q. AF9(9q22) B) D 3;30; 35
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Split-out M3

ALTERACION '?\II\EINES FUSION DEL GEN Y TAMANO REFERENCIA
PCRMIX | cROMOSOMAL OLUGRADOS  |cORRESPONDIENTE AL
FRAGMENTO DE PCR
(pares de bases)
M3A t(1:19)(q23:p13) E2A(19p15) E2A/PBX : 376 bp
PBXI(PRLY1g23) E2A/PBX (ins 27 bp): 403 bp 13; 14; 15
E2A(19pi3) E2Aex |1 2/HLFex4: 207 bp
M3B w17, 190(q22:p13) HLF(17q22) E2Aex13/HLFex4(ins59): 389 bp 16; 17; 18
E2Aex13/HLFex4(ins87): 417 bp
TEL/AML lex2: 428 bp
I'EL(12pl3) TEL/AML1cX2Aex3, 174 bp
M3C t(12:210p13;922) AML1(21g22) (Splice variant)
TEL/AML 1ex3: 389 bp 19; 20, 21, 55
TEL/AML lex3Aex3: 135 bp
(Splice variant)
TAL1¢ STL1¢1p34) SIL/TAL d1+d2: 184 bp
M3D (40 kb deletion) TAL1(1p34) L 22,23
Split-out M4
ALTERACION EE’;E?JCRAD FUSION DEL GEN Y TAMANO REFERENCIA
PCRMIX | spSMOSOMAL ©S | CORRESPONDIENTE AL
FRAGMENTO DE PCR
(pares de bases)
AML1(21q22)
MJIA W(8,21)(422,422) MGTS8(ETO)X8q22 AMLI exS/MGTS(ETO): 197 bp 2d; 25; 26
)
AMIL1(21q22) AMLUL Iex5/MDS: 291 bp
M4B t(3:21)(q26;q22) MDS 1(3q26) AML 1ex6/MDS: 483 bp 25,27, 28
a:TLS(ins44bp,ex7)YERG(ex9): 313 bp
MacC (16;21)(p11;922) TLS(16pl11) b TLS(ex7YERG(cx9): 269 bp
ERG(21q22) ¢ "TLS(ex6/ERG(ex9): 234 bp 29,57
d : TLS(ex8¥ERG(ex7): 407 bp
PML(15g22) PML ex3/ RARo ex3: 325 bp <n. )
M4D - - 50: 51;
U15:173(q21:922) RARa(17q21) PML ex3¥ RAR( ex3: <325 bp s
(splice variants)




Split-out M5

ALTERACION GENES FUSION DEL GEN Y TAMANO REFERENCIA
PCRMIX | =D oMASOMAL INVOLUCRADOS | CORRESPONDIENTE AL
FRAGMENTO DE PCR
(pares de bases)
MLL ex 6/AF-4 (1414): 319 bp
MLL ex 7/AF-4 (1414): 451 bp
MLL ex 8/AF-4 {1414): 565 bp
MLLI1{11g23} MLL ex 6/AF-4(1459): 277 bp
M5A t(4;11)(q21:q23) AF4(4q21) MLL ex 7/AF-4(1459): 409 bp 30:31;32:33
MLL ex 8/AF-4(1459): 523 bp
MLL ex 7/AF-4(15486): 322bp
MILL ex 8/AF-4{1546): 436bp
MLLI{11g23) MLL ex 5/AF10 (2222): 202 bp
M5B 1(10;11)p12;23) AF10(10p12) MLL ex 6/AF10 (2110): 388 bp 9;10; 11
MLL ex 5/AF10 (1931): 493 bp
MLLI1{11g23) MLL ex 6/ENL(B): 315 bp
M5C t(11;19%q23;p13.3) ENL(19p13.3) 30; 34
MLL ex 6/AF-9(A): 322 bp
MLL1{11g23) MLL ex 7/AF-9(A): 454 bp 3:30; 35
M5D t(9:113(q22:923) AF9(9q22) MLL ex 8/AF-9(A): 568 bp
MLLI1(11923)
MSE (1;11)(q21;923) AF1q(1q21) MLL ex 6/AF-1q: 400 bp 36




Split-out M6
ALTERACION GENES FUSION DEL GEN Y TAMARNO | REFERENCIA
PCRMIX | cROMOSOMAL INVOLUCRADOS | cORRESPONDIENTE DEL
FRAGMENTO DE PCR
(pares de bases)
CBEB/MYHI 1(D): 288 bp
CBFp (16922) CBFB/MYHII(E): 495 bp
M6A inv(16)(p13;q22) MYH11 (16p13) CBFB/MYHII(G): 192 bp 47
CBFB/MYHI1(H): 299 bp
BCR/ABLbB2a2: 397 bp
M6B 1(9;22)(q34:q1 1) BCR(22q11) BCR/ABLb3a2; 472 bp 37,38;39
ABL(9934) BCR/ABLc3a2: 1012 bp
BCR/ABLb2a3: 223 bp
BCR/ABLb3a3: 298 bp
TEL(12p13) TEL/ABL (A): 595 bp 40, 41
M6C 1(9;12)(q34:p13) ABL(9934) TEL/ABL(B): 1141 bp
TEL(12p13)
M6D £(5:12)(q33:p13) PDGFRB(5q33) TEL/PDGFRp: 464 bp 42
TEL(12p13) TEL/MNI1(T): 243 bp 43
M6E 1(12:22)(p13;q11) MN1(22q11) TEL/MNI1(2): 408 bp
Split-out M7
GENES FUSION DEL GEN Y TAMANO | REFERENCIA
. ALTER'ACION INVOLUCRADOS
PCRMIX | cROMOSOMAL CORRESPONDIENTE AL
FRAGMENTO DE PCR
(pares de bases)
DEK(6p23)
M7A 1(6,9)(p23:q34) CAN(9g34) DEK/CAN: 320 bp 44
M7B 1(9;9) SET(9934) 45,46
CAN(9q34) SET/CAN: 393 bp
CBFB/MYHI1{A): 270 bp
CBFf (16922) CBFB/MYHI1(B): 483 bp 47
M7C inv(16)(p13:22) MYH11 (16p13) CBFB/MYHI1(C): 663 bp
CBFR/MYHI1(F): 174 bp
AML1(21q22) AML1 ex5/EAP: 127 bp o
M7D 1(3;21)(q26:422) i 25; 27, 28: 56

EAP{3q26)

AMLI ex6/EAP: 319 bp




RESULTADOS

AN

2y (1PN

- g

ANGEL GUZMAN LINFOBLASTOS (29) Por morfologia se clasifica como LAL L2 y su
inmunofenotipo es compatible con LLA de células T como se obsrva en la tabla 1. Mientras
que el resultado de su analisis molecular es positiva para TALd, es una translocacion que se
presenta en un 25 % de los pacientes con LAL T, por lo que el resultado molecular es de gran
valor diagnostico, pues en este momento no se pudo realizar anticuerpos intracelulares como
cCD3, cCD79a, cMPO.

ANGEL GUZMAN POSITIVO PARA M3

Tabla 1
P_
CD14 CD13 CD45 CD117 CD34 CD33 CD3 CD19 CD4 CD8 CD20 CD10 gp(MDR) CD41
0.11 0.8 96 418 062 51 044 44 436 231 0.86 NR
216 466 99.9 0 434 87 12.7 7 7.2 137 0.12 NR 0.99

GLYCO c¢.MPO c¢.CD79 c.CD3
NO REALIZADOS

Paciente de 12 afios de edad de nombre Diaz Ojeda Adamaris Azarel, radicada en Salamanca
Guanajuato. Antecedentes patoldgicos: crisis asmaticas hace 2 afos, varicela a los 9 afios de
edad.

Inicia con palidez de tegumentos y mucosas y gingivorragia leve hace aproximadamente 3
meses. De dos meses a la fecha se acentu6 la palidez de tegumentos y sintomatologia de
sindrome anémico, agregandose fiebre y pérdida de peso ademas de gingivarragia acentuada y
manifestaciones de sangrado en piel (equimosis). Hipertrofia en encias con sangrado
moderado, cardiopulmonar normal, abdomen plano blando despreciable sin palparse
crecimiento vicerales, peristalsis normal equimosis en ambas rodillas y tibias, no edemas. Se
palpan crecimientos ganglionares en cadenas laterales del cuello. BH Leucocitos 115 mil por
mm 3 y monoblastos en un 90 % , con 6 % segmentados, 2 % linfocitos y 2 % de
mieloblastos, plaquetas 35,000/mm3. LAM M4 12-Nov-03, al 20-Abril-2004 no ha logrado
remisién, con buenas condiciones generales



———

DIAZ OJEDA ADAMARIS AZAREL (17) Por morfologia las células que se presentan son
mieloblastos y monoblastos clasificables como LAM M4 y su inmunofenotipo es compatible

con LAM M4 como se observa en la tabla 2. El analisis molecular fue positiva para t(11;19) y
esta se asociaa LAM M4 y M5.

DIAZ OJEDA ADAMARIS AZAREL POSITIVO PARA M1, POSITIVO PARA M3

t(11;19)
Tabla 2
P-
CD14 CD13 CD45 CD117 CD34 CD33 CD3 CD19 CD4 CD8 CD20 CD10 gp(MDR) CD41
23.3 194 96.8 29.7 118 O 0 48 157 397 6.82 NR

GLYCO c¢.MPO c¢.CD79 c.CD3
NO SE REALIZARON
Resultado de histogramas



HOSPITAL CENTRAL SUR DE ALTA ESPECIALIDAD

13Nov03 12:02:04
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Paciente de 51 afi intomati la h isi i i
ente de afos asintomatico a la hora de la visita, con adenopatias cervicales y

supraclaviculares de hasta un 1 cm de diametro,

movil no dolorosa, cardiopulmonar sin

compromiso, abdomen con hepatoesplenomegalia, equimosis aisladas antiguas en miembros
superiores e inferiores no se aprecian petequias, se refiere con AMO, celularidad aumentada

con 93 % de blastos de estlrpe mieloide

DE LA CRUZ BRITO NAGIVE (14).Por morfolog|a se observan mleloblastos y monoblastos
clasificandose como LAM M4 y su inmunofenotipo es compatible con LAM M4 como se
observa en la tabla 3. El andlisis molecular fue positivo para inv 16 y es la que normalmente se

encuentra en pacientes con LAM M4,




1.-De la Cruz Brito Nagive positio para M3 INV 16; 2.- De la Cruz Brito Nagive positivo

para M4 t(5;12).
Tabla 3

P-
CD14 CD13 CD45 CD117 CD34 CD33 CD3 CD19 CD4 CD8 CD20 CD10 gp(MDR) CD4l

505 958 100 9.8 748 126 37 336 18 143 291 073 121 3.35

GLYCO c¢.MPO c¢.CD79 c.CD3
0.08 88 7.3 1
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Paciente de afios de edad con leucemia Linfoblastica Aguda Pre-B que ha sido manejado con
quimioterapia y que ha presentado recaida en medula 6sea y ahora en testiculo en forma
bilateral, sin dolor , no hay ataque general, ni sintomas de actividad tumoral. Sin adeno ni
viceromegalias, sin dolor éseo LLA.

DOMINGUEZ BAUTISTA ERICK EDUARDO (19) LINFOBLASTOS PRO- PRE-B, por
morfologia se observan linfoblastos clasificandose como LAL L2 y el resultado de su
inmunofenotipo es compatible con LAL Pro-Pre-B como se observa en la tabla 4, el resultado
de su analisis molecular fue positivo para t(8;21).

DOMINGUEZ BAUTISTA ERICK EDUARDO POSITIO PARA M1 t(8;21)
Tabla 4

P-
CD14 CD13 CD45 CD117 CD34 CD33 CD3 CD19 CD4 CD8 CD20 CD10 gp(MDR) CD4l
008 0.01 100 O 25 004 32 9.6 13 193 162 333 O 2.12
05 0.04 994 70.4 23 717 12 11 832 734 0.21
0 029 100 O 584 0 09 175 43 953 23 20.8 NR 0

GLYCO c¢.MPO c¢.CD79 c.CD3
0.86 0.23 97.5 1.72

0 0.05 5.01 47.8
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Masculino de 53 afios de edad, diabético de larga evolucion en manejo con metformina,
padeci6 paludismo a los 6 afios de edad, en junio del presente afio 16-Agosto-2005,
documentaron absceso inguinal derecho que se dreno quirtirgicamente y con multiples manejo
de antibidtico no especificados en el envid, lo refieren con anemia, que amerita transfusion en
tres ocasiones actualmente reportan Hb 8.5 gr/dL

Hombre de 54 afios de edad enviado al servicio de Hematologia para recibir quimioterapia y
se administra sin complicaciones

HERNANDEZ SORCIA CARLOS. En el frotis se observan mieloblastos con cuerpos de
AUER vy se clasifica como LAM M1 vy el resultado de su inmunofenotipo es compatible para
LAM M2 como se muestra en la tabla 5. El analisis molecular es positivo para t(8;21) y esta
asociada a LAM M1 6 M2.

HERNANDEZ SORCIA CARLOS POSITIVO PARA M1 t(8;21)

Tabla 5
CD14 | CD13 | CD45 | CD117 | CD34 | CD33 | CD3 | CD19 | CD4 | CD8 | CD20 | CD10 | P- CD41
gp(MDR)
024 [958 [100 |[64.1 51.6 |44.1 [025[046 |0.117]0.141 [0.36 [1.09 |1.12 | 1.06

GLYCO | ¢.MPO | ¢c.CD79 | ¢.CD3

072 [781 224 [152
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Paciente de 6 aflos de edad, enviado de Salamanca con cuadros repetidos de
faringoamigdalitis desde los 2 a 12 afios de edad, ademas otitis media izquierda en el dltimo
afio, recibiendo multiples tratamientos con antibioticos y analgésicos anti inflamatorios, desde
2002 cuadro faringoamigdalino y otitis media izquierda sin resolucion hasta la fecha 4-Enero-
2003. La BH reporta leucocitos 30,300 mm3, con trombocitopenia, Hb 6.4 g/dL, HTO 18.3 %,
y cuadro clinico: astenia, adinamia, hiporexia, y manifestaciones de sangrado en piel
(hematomas pequefios y en sitios de venopuncién, hiertrpfia gingival , no hepato y
esplenomegalias, solo pequefias adenopatias cervicales. Se tomo sp y la laminilla reporta
monoblastos y mieloblastos, ausencia de plaquetas y neutrofilos se tomo también AMO.

Ultima consulta para valoracion 4-Enero-2006.
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HILT'ON MARTINEZ AUGUSTO (34); por morfologia se observan mieloblasto.s y

monoblastos clasificandose como LAM M4, el resultado de su inmunofenotipo es compatible
con LAM M1, su translocacion es positiva para inv 16 que se observaen LAM MA4Eo.

HILTON MARTINEZ AUGUSTO POSITIVO PARA M3 INV 16

Tabla 6

P-
CD14 CD13 CD45 CD117 CD34 CD33 CD3 CD19 CD4 CD8 CD20 CD10 gp(MDR) CD41
1.01 77.6 100 80.7 186 78 282 44 004 533 474 0.19 0.15
0.35 98.8 99.9 08 997 71 008 33 0.05 152 16.8 0.21 0.3
0.02 431 100 36.3 66 0 0 0 01 004 O 0.02 NR 0.32

515 769 100 372 987 878 02 048 05 O 155 016 0.07 2.95
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Paciente masculino de 9 afios de edad el cual es conocido por haber presentado LAL, de la
cual llevaba 17 de cese electivo de quimioterapia. Referido de su unidad de adscripcion por
citopenias en las BH. Presenta palidez de tegumentos, sin adenomegalia , el higado de palpa a
3 BRCD, no se palpa esplenomegalia, no se despierta dolor 6seo. Recaida de leucemia en
espera de inmunofenotipo Se tomo sangre periférica y se realizo AMO en la que presenta
Blastos de origen linfoide. Al 01-Diciembre-2005 con probable recaida en SNC con puncion
lumbar en la que se reportan células totales de 2870 mm3 con leucocitos de 2840 mm3 con 95
% de MN , proteinas de 41mg/dL y glucosa de 5 mg/dL aspecto turbio después de centrifugar
agua de roca. Se le dard QT IT 2 veces por semana para nagativizar.
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MINERO RABATE EMANUEL (46); por morfologia se clasifico como LAL L2, el resultado
de su inmunofenotipo es compatible con LAL de células B tempranas como se muestra en la
tabla 6. Su translocacion es positiva para t(12;21) que presenta en LAL de células B tempranas

MINERO RABATE EMANUEL POSITIVO PARA M3



MINERO RABATE EMANUEL POSITIVO PARA M3 t(12;21)

Tabla 6

P-
CD14 CD13 CD45 CD117 CD34 CD33 CD3 CD19 CD4 CD8 CD20 CD10 gp(MDR) CD41
01 0.02 991 079 001 29 042 19 O 1.72 947 7.72 2.68

GLYCO c¢.MPO c¢.CD79 c¢.CD3
NO SE REALIZO
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ORTIZ RODRIGUEZ JOSE ALBERTO (49), por morfologia se clasifico como LAM M3, su
inmunofenotipo en la tabla 8 es compatible con LAM M3, su translocacion es positiva para
t(15;17).

ORTIZ RODRIGUEZ JOSE LBERTO POSITIVO PARA M4 t(15;17)
Tabla 8
P-

CD14 CD13 CD45 CD117 CD34 CD33 CD3 CD19 CD4 CD8 CD20 CD10 gp(MDR) CD41

149 98.8 99.9 211 517 6.6 484 23 266 182 474 NR
GLYCO c¢.MPO c¢.CD79 c.CD3
NO SE REALIZO

Varén de 12 afios de edad radicado en Minatitlan Ver. Con LAL de alto riesgo de la cual lleva
15 meses de remision y acude a valoracion y a su ciclo de quimioterapia. En buenas



condiciones generales, adecuada coloracion de tegumentos, no hay adenomegalias o
viceromegalias ni datos de hemorragia, adecuada evolucién, se hospitaliza para cu ciclo de
quimioterapia. 25-Agoato-2005 Se encuentra en buenas condiciones generales sin
manifestaciones hemorragica.

ORTIZ MONTANO CARLOS FRANCISCO (48); por morfologia se clasifico como LAL L2,
el resultado de su inmunofenotipo es compatible con LAL Pre-Pre-B temprana como se
muestra en la tabla 7. Su translocacion es positiva para t(9;22).

ORTIZ MONTANO CARLOS FRANCISCO POSITIVO PARA M8

] ¢ L 12 L » b

ORTIZ MONTANO CARLOS FRANCISCO POSITIVO PARA M6 t(9;22)

Tabla 7

P-
CD14 CD13 CD45 CD117 CD34 CD33 CD3 CD19 CD4 CD8 CD20 CD10 gp(MDR) CD41
458 0.15 98.3 89.2 002 6 886 53 008 7.77 272 NR 2.87

GLYCO c¢.MPO c¢.CD79 c.CD3
10
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Paciente de 15 afios de edad enviado por leucocitosis, se encuentra con moderado cansancio,
no fiebre palidez moderada, EF conciente orientado hidratado con regular coloracion,
adenopatia cervical con ganglios 1 cm bilateral, no viceromegalia, no edemas, BH Hb 8.0
g/dL, leucocitos 559,000 mm3, plaquetas 136,000 mma3, tiene linfoblastos y con el cuadro
clinico corresponde a LLA.

e 9
4

—
RODRIGUEZ BOLANOS JULIO EDGAR (54); por morfologia se clasifica como LAL L1, el
resultado de su inmunofenotipo es compatible con LAL Pre-Pre-B tempranas como se muestra
en la tabla 9. Su translocacion es positiva para t(3;21) catalogada como no especifica de
subtipo y esta relaciona con SMD y LMC se presenta en menos del 1 % de los pacientes que
presentan LLA.

RODRIGUEZ BOLANOS JULIO EDGAR

RODRIGUEZ BOLANOS JULIO EDGAR POSITIVO PARA M7 Y M8

RORIGUEZ BOLANOS JULIO EDGAR POSITIVO PARA M4 t(3;21)
Tabla 9



P-
CD14 CD13 CD45 CD117 CD34 CD33 CD3 CD19 CD4 CD8 CD20 CD10 gp(MDR) CDA41
0.44 015 100 044 94 95 0 977 03 098 121 974 0.01 0.07
0 0 96.1 008 931 022 29 931 13 23 NR

GLYCO c¢.MPO c¢.CD79 c.CD3
0.09 0 94.1 0.38
NO SE REALIZO
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Paciente masculino de 3 afios de edad, con antecedentes de mononucleosis infecciosa hace 2
meses, se hospitaliza por cuadro febril de 3 dias de evolucion, acompafiado con ataque al
estado general, mialgia y artralgias e hipoxia. Los padres niegan exposicion con substancias
potencialmente mielotoxicas. Su Bh con Hb 5.2 g/dL, Hto- 15.8 %, con microcitosis,
leucocitos 42,000 mma3, con linfocitosis y monocitosis, plaquetopenia 88,000 mma3, frotis se
sangre periférica con 3 % de blastos, reticulocitos 2 %, con incremento de TGO- 68 Ul, FA
245 | DHL- 1517 ULl.

USG reporta hepatopatia difusa y esplenomegalia; se encuentra conciente, tranquilo,
neurologicamente estable, bien hidratado, con palidez de tegumentos +++, con SV FC 133 *
min., FR 28 * min., cuello con adenopatias cervicales bilaterales de 0.5 cm. A 1 cm. De
diametro, moviles no dolorosa, no se palpan adenopatias axilares cardiopulmonar con CsPs
limpios bien ventilados, buena entrada y salida de aire, RsCs ritmicos y regulares no se
auscultan soplos, abdomen blando depresible, no doloroso a la palpacion con
hepatoesplenomegalia 2-3 cm. Debajo de borde costal , no doloroso, peristalsis normal,
adenopatias inguinales bilateral aproximadamente 1 cm. de diametro, extremidades sin
alteraciones, se realiza aspirado de médula 6sea de cresta iliaca posterior izquierda , sin
complicaciones para realizar inmunofenotipo, citogenética y biologia ,molecular. Referido en
Noviembre del 2002. Al 11-Septiembre-2004 con Bh con Hb 11.4 g/dL, leucocitos 7,171
mm3 con 30% de linfocitos, linfocitos atipicos de 2 %,monocitos de 5 %, metamielocitos 1 %,
segmentados de 54 %, prolinfocitos de 2 %, blastos del 2 %, quimica sanguinea dentro de los
parametros normales con DHL 532 Ul. Citologico de LCR positivo a actividad leucémica,



Biopsia testicular realizada el 8-Septiembre-2004 positiva a actividad leucemica, Estudio de
LCR 2_Septiembre-2004 con pleocitosis con 30 leucocitos mm3 Glucosa normal.

RICARDEZ GARCIA RONNY (53). Por morfologia se clasifico como LAL, su
inmunofenotipo es compatible con LAL Pre-B tempranas como se ve en la tabla 10.El analisis
molecular fue positiva para t(12;21) y esta se manifiesta en solo 0.05 % de LAL.

RICARDEZ GARCIA RONNY POSITIVO PARA M3

RICARDEZ GARCIA RONNY POSITIVO PARA M3 t(12;21)

Tablal0

P-
CD14 CD13 CD45 CD117 CD34 CD33 CD3 CD19 CD4 CD8 CD20 CD10 gp(MDR) CD41
3.67 0.04 96.6 032 037 38 892 21 144 205 912 127 0.87
0 0.05 100 0.1 291 O 0 96 0.1 999 0.01

GLYCO c¢.MPO c¢.CD79 c.CD3
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Masculino de 2 afios de edad con antecedentes de. Producto de gesta Il obtenido por parto
eutocico, alérgicos quirargicos negados, transfusionales positivos, en contacto siempre con
taller de carpinteria. P. A. lo inicio hace un mes con cuadro de vias aéreas inferiores y fiebre
persistente, hace dos semanas notan palidez importante por lo que acuden al Hospital de
Salina Cruz en donde su Bh tiene Hb 4.9 g/dL, Hto- 15.5 %, leucocitos 2,000 mma3,
hemotransfundiendolo. Consiente tranquilo, no se aprecia gingivorragia, abdomen vy
extremidades sin datos, no adenopatias. Preescolar con cuadro de anemia aplasica a
determinar. Al 27-Enero-2004 tiene antecedente de hace un mes con cuadro de vias aéreas
(bronquitis) se dio manejo y ademas con fiebre persistente, hiporexia, hipodinamia,
disminucion de peso no cuantificada, predominantemente por la tarde, hace 15 dias con
palidez generalizada ,leucopenia y trombocitopenia siendo manejado en su lugar de origen y
es enviado a esta unidad para continuar su estudio con Hematologia Pediatrica a su ingreso
con Fc de 134 * min., Fr 26 * min., temperatura de 38 C, con poca ingesta de via oral, con
presencia de halitosis referido por la madre y respiracion oral.. Buen estado de hidratacion,
febril, narinas poco congestivas, orofaringe hiperemica ++, sin descarga retronasal, con ulcera
en mucosa oral a nivel de carrillo izquierdo , con palpacion de ganglios cervicales y axilares
menores de 1 cm., el mayor del lado axilar izquierdo doloroso a la palpacion, movil, con
campos pulmonares limpios bien ventilados, RsCs con soplo sistélico grado Il de Vi, abdomen
blando y depresible, con peristalsis adecuada, no se palpan masas, con palpacion de borde
hepético a 2-3-2 cm. no doloroso, con palpacion de ganglios inguinales no dolorosos menores
de 0.5 cm., palpacion de area genital con testiculo derecho palpable descendido y el izquierdo
retractil, pene sin compromiso, extremidades sin compromiso.
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TOLEDO ANTONIO ISAIAS (62); por morfologia se clasifico como LAL L2 y su
inmunofenotipo es compatible con LAL de células B tempranas como se muestra en la tabla

11, su analisis molecular fue positiva para t(12;21) que se presenta en LAL B.




TOLEDO ANTONIO ISAIAS POSITIVO PARA M3 t(12;21)

Tabla 11

P_
CD14 CD13 CD45 CD117 CD34 CD33 CD3 CD19 CD4 CD8 CD20 CD10 gp(MDR) CD41
0.34 033 986 0.04 054 6.2 6 958 33 299 NR 0.33

GLYCO c¢.MPO c¢.CD79 c.CD3
0.24
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Menor de 11 afios de edad y residente de Union Hidalgo Oaxaca, es producto de la gesta |
obtenida por parto, con peso de 56 Kg. A la fecha se niegan antecedentes perinatales
relevantes, alimentacién al seno materno y desarrollo adecuado, esquema completo de
vacunacion para la edad. Se niego consaguinidad de los padres, enfermedades DM y HAS en
abuelos, vive en medio rural, se niega fuente de energia electromagnética cercana, se refiere
que existe uso de insecticidas en casa en forma continua, lavan el piso con cloro. Se niega uso
de solventes y contacto con los mismos. Hace un afio por cuadro de faringitis recibio
naproxen, 48 horas después padecio gingivorragia, cede en forma espontanea, hace 3 a 4
meses con malestar general, cefalea intermitente, fatiga desde noviembre, cefalea intermitente,
adinamia, manejo con migrafia con Sibelium. Presenta sindrome hemorragiparo,
gingivorragia, equimosis, se niega fiebre, dolor 6seo ocasional. por continuar con cefalea el
viernes 16-Diciembre- 20005 se realiza Bh con pancitopenia. Paciente que desde 09-Agosto-
2005 inicio con padecimientos de faringoamigdalitis. Al 20-Diciembre-2005 inicio hace dos
semanas con gingivorragia y equimosis, febriculas sin otros datos. Palida con FC 90 * min. FR
23 * min. T 36.8 C. Sin adenomegalias y viceromegalias. El laboratorio reporta anemia
moderada, leucopenia y trombocitopenia importante, blastos en sangre periférica y
bastoncillos con cuerpos de Auer. LCR normal el dia 21-Diciembre-2005, citologico de LCR
negativo a infiltracion 31-Diciembre-2005. LAM M3 con translocacion t(15;17) positiva.
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SHUNASHI (40)
Por morfologia se clasifico como LAM M3, que se confirmo con translocacion t(15;17).



Resultados

CLASIFICACION POR MORFOLOGIA

Los resultados de la observacion morfoldgica de las leucemias agudas, basados en los criterios
de la FAB fue el siguiente, de los 77 pacientes, 2/ 2.59 % se clasifico como LAM MO, 2/2.59
% como LAM M1, 8/ 10.38 % como LAM M2, 7/ 9.09 como LAM M3, 8/ 10.38 % como
LAM M4, 3/ 3.89 % como LAM M5, M6 y M7 no llego ningun caso, de las leucemias
linfoides el resultado fue el siguiente: 29/37.66 se clasifico como LAL L1, 15/ 19.48 como
LAL L2 y 3/ 3.89 % como LAL L3, en conclusién fue 38.96 % de leucemias aguadas
mieloides y 61.03 % de leucemias agudas linfoides. De las leucemias linfoides agudas de
linaje B corresponde el 89.37 % y de linaje de células T 10.63 %, esto con ayuda del
inmunofenotipo. Aqui los porcentajes son diferentes con los resultados obtenidos por
inmunofenotipo, y esto obedece a que en la observacion morfoldgica nosotros la clasificamos
como LAM MO o LAL, y fue finalmente con la ayuda del inmunofenotipo cambio su
clasificacion, que son los menos de los casos pero si se tiene que aclarar porque los
porcentajes no son los mismos.

CLASIFICACION POR INMUNOFENOTIPO

Los resultados obtenidos del estudio de inmunofenotipo, en pacientes con leucemia agudas fue
el siguiente: se analizaron un total de 137 pacientes en 5 afios, de los cuales solo 91 cumplen
con estudios completos es decir morfologia, inmunofenotipo y screening de translocaciones,
del total de 91 existen algunos pacientes que estan repetidos, porque son pacientes que se
diagnosticaron como nuevos casos Yy después se realizo su seguimiento hasta la remision y en
algunos casos a su resultado final (fallecimiento) o recaida quedando solo 77 pacientes en
total. Basandose en los criterios de FAB y él inmunologico asi como del molecular, se
clasificaron de la siguiente manera 33 casos de LAM y 41 casos de LAL y 2 casos Bilinéales y
1 caso no clasificable cuadro 1. De las translocaciones se obtuvieron de 77 pacientes 37/48.05
% con alguna de las translocaciones que se presentaron en las tablas (1) y 40 51.95 % no se les
detecto translocaciones a continuacion se mencionan las translocaciones encontradas cuadro 2.
Cuadrol

TIPO No DE CASOS | %
LEUCEMIAS MIELOIDES | 33 42.85
LEUCEMIAS LINFOIDES | 41 53.24
BILINEALES 2 2.81
NO CLASIFICACBLE 1 1.40




Cuadro 2

TRANSLOCACIONES | CANTIDAD % Origen
t(15;17) 6 7.79 Mieloide
t(9;22) 6 7.79 Linfoide y
mieloide
t(12;21) 7 9.09 Linfoide
t(16;21) 1 1.29 No
especificado
t(8;21) 3 3.89 Mieloide
Tal 1d 2 2.59 Linfoide
t(5;12) 1 1.29 Mieloide
Inv 16 3 3.89 Mieloide
t(11;19) 1 1.29 Mieloide
t(X,11) 1 1.29 Mieloide
t(1,;19) 2 2.59 Linfoide
t(17;19) 2 2.59 Linfoide
t(3;21) 2 2.59 No
especificado
NO DETECTABLE 40 51.94 Linfoide y
Mieloide

Como se observa en el cuadro 2 el porcentaje mas alto lo tiene la translocacion t(12;21)
12p13/TEL (ETV6)b , 21g22/AML1(CBFAZ2), que su origen es linfoide de pre-B temprano y
pre-B. Después le siguen la t(15;17) 15922/PML, 17q12-21/RARA de origen mieloide y
t(9;22) 9934/ABL, 22q11.2/BCR en el 90% de los casos es de linaje B cuando hablamos de
LLA; no olvidar que también se presenta en los casos de Leucemia mieloide crénica.



Numero de casos de leucemias agudas tabla 1.

45-

40-

351

30+

251]

20

1511

101

LAM LAL LAB LANC

OLEUCEMIA
AGUDA
MIELOIDE

B LEUCEMIA
AGUDA
LINFOIDE

L LEUCEMIA
AGUDA
BILINEAL

O LEUCEMIA
AGUDA NO
CLASIFICABLE

Con esta tabla determinamos que la leucemia que mas se presento fue la leucemia linfoblastica
aguda, seguida de la leucemia mieloide aguda, y los menos casos la bilineal y la no

clasificable.




Porcentajes de casos de leucemias tabla 2.
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Como consecuencia de los mayores numeros de casos presentados de leucemias agudas
linfoblasticas su porcentaje también es el méas alto en comparacion con la leucemia aguda
mieloide y los menores porcentajes a Bilinéales y no clasificable.
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Estos resultados ya fueron comentados en el cuadro 2.

translocaciones

tabla

Con las tablas siguientes, se muestra como en base a la expresion de antigenos en la
membrana y en su citoplasma de la célula, que se expresan de acuerdo al estado de
maduracion de las células, se clasifican a las leucemias agudas, en las tablas 1 se muestran las
leucemias agudas mieloides, en la tabla 2 las leucemias agudas linfoides.

En las siguientes tablas se muestra como y en que etapa de maduracién van apareciendo 6
desapareciendo los antigenos de superficie asi como los intracitoplasmaticos.
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En base a la expresion de antigenos que van apareciendo conforme la célula va madurando, es
como se clasifican las leucemias agudas linfoides ademéas de establecer el linaje al cual
pertenecen como se ven en la tabla 2.

TABLA 2
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El diagnostico de los 77 pacientes con leucemia aguda mieloide 6 linfoide, del Hospital
Central Sur de Alta Especialidad de PEMEX. Se realizo por tres métodos en primer lugar por
morfologia, seguido por inmunofenotipo y tercero por RTPCR (Screening de
translocaciones).Por morfologia de los 77 pacientes 65 (84 %) de ellos coincidieron con el
diagnostico realizado por morfologia e inmunofenotipo; en 12 (15.58 % ) de ellos no hubo
coincidencia con la morfologia e inmunofenotipo y fue necesario el analisis molecular para
dar un diagnostico més preciso como por ejemplo tenemos a los siguientes casos: Paciente No
2 por morfologia se clasifico como LAM M3 y su inmunofenotipo es compatible con LAM
M4 por presentar un marcador especifico de linaje llamada glicoproteina rica en leucina CD14
que es un receptor de lipopolisacaridos bacteriano gram negativos, su andlisis molecular fue
positiva para t(16;21), que es una de las translocaciones que no se presenta en subtipo de LAM
M3. A la translocacion t(16;21) se le ha asociado con las LAM sin especificar el subtipo,
SMD vy fase blastica de las LGC. Esta translocacion es muy rara y esta relacionada con la
terapia recibida por LAM o SMD. (11,93,94).

Pacientes No 6, 22, 65 por morfologia se les clasifico como LAL; su inmunofenotipo fue
compatible con LAM MO por presentar marcadores especificos de clona CD13 +, CD34+,
CD117+, CD33+y cMPO+ en el estudio molecular no se detecto ninguna translocacion.

Paciente No 21 por morfologia se clasifico como LAM M3y su inmunofenotipo es compatible
con LAM M2 y el andlisis de su estudio molecular no demostré la existencia de una
translocacion , este es un paciente del cual no se pudo confirmar por translocacion su
diagnostico, pues este tipo de leucemia LAM M3 se presenta en un 95 % de los casos la
translocacion t(15;17), en el otro 5 % de los casos pueden presentar otro tipo de
translocaciones que con nuestro método, no estamos detectando como lo son las siguientes
translocaciones; t(5;17) (932:921), t(11;17) (g13;q21).Este tipo de leucemia LAM M3 tiene la
particularidad de expresar CD34 + ¢ -, en caso de ser positivo es débil y expresa en mayor
intensidad CD33+, CD13+, cMPO+.(88,89). Por lo que de acuerdo al inmunofenotipo que
presento para los siguientes marcadores especificos de linaje CD34+, CD117+, CD13+, cMPO
+, es compatible con LAM M2.

Paciente No 25 por morfologia se clasifico como LAL y su inmunofenotipo es compatible con
LAM M4 por tener CD14+ y cMPO+, el resultado de su analisis molecular es positivo para
t(8;21)(g22;922). La translocacion t(8;21) esta asociada a LAM M1 é M2 de acuerdo a la
literatura.(11,95,96). Por lo que su clasificacion de acuerdo a la translocacion que presento y
que es caracteristica de LAM M1 6 M2 se clasifica como LAM M2. Esta translocacion se
presenta en el 40 % de estos casos de LAM M2, en donde el gen afectado es el AML1 del
cromosoma 21y el gen ETO del cromosoma 8 y no se asocia a LAL.

Paciente No 26 por morfologia se clasifico como LAM M3y su inmunofenotipo es compatible
con LAM M4 por presenta r marcadores especificos de clona como lo son, CD14+, CD13+,
CD34+, cMPO+ .El resultado de su andlisis molecular es positivo para t(X;11)(q13;922), y
esta asociado a leucemia LAM M4 de acuerdo a la literatura. (60,124).En este caso
observamos que el inmunofenotipo coincidio con la translocacion identificada tomando una
importancia sumamente relevante quedando su clasificacion como LAM M4,



El paciente No 30 por morfologia se clasifico linfoma versus LAL, y su inmunofenotipo es
compatible con LAL pre-B, por presentar marcadores especificos de clona como lo son
CD34+, CD19+, CD10+, cCD79a +, El resultado de su andlisis molecular es positiva para
t(9;22). Esta translocacion es caracteristica de LAL o LGC. Cabe mencionar que se trata de un
paciente de 3 afios de edad, y que este tipo de translocacion t(9;22) se presenta en 3% al 5 %
en estos pacientes. Esta translocacion es el resultado de la fusion de los genes BCR de
cromosoma 9 y ABL del cromosoma 22, generando dos tipos de proteinas quiméricas una de
190 kDa llamada p190 y otra de 210 kDa llamada p210 (no hay que olvidar que esta
translocacion se presenta en el 95 % de los casos de LGC leucemia granulocitica cronica de
acuerdo con la literatura). Por lo anterior su clasificacion es compatible con LAL pre —-B (22,
24,56, 57, 60).

Paciente 34 por morfologia se clasifico como LAM M4, y su inmunofenotipo es compatible
con LAM ML1. El resultado de su analisis molecular es positivo para inv16; es una inversion
que esta asociada a LAM MA4E, en este caso en el inmunofenotipo en anticuerpo monoclonal
CD14 especifico para células monociticas es negativo. Por lo que el resultado de la
translocacion es fundamental para que el paciente reciba una terapia correcta. En este caso
observamos que la morfologia y el resultado de la translocacion coincidieron para LAM M4
siendo esta su clasificacion final.

Paciente 44 por morfologia se clasifico como LAL y su inmunofenotipo es compatible con
como LAL, con presencia de marcadores mieloides positivos como CD14, CD13, en la
literatura existe un modelo que se basa en puntaje y se necesitan mas de 2 puntos para decir
que trata de una leucemia aguda bifenotipica, de acuerdo al marcador que presente para que de
esta manera se pueda clasificar como bifenotipica, con presencia aberrante de marcadores
mieloides Y asi es el mismo caso para las leucemia mieloides con marcadores linfoides (154).
Por morfologia, inmunofenotipo y el analisis molecular se llega a un buen diagnostico del tipo
de leucemia. En este caso el anlisis molecular es positivo para t(12;21), y esta asocia su
presencia en las leucemias LAL en un escaso 0.05 % de los casos por lo que su clasificacion
final es LAL. Se presenta la tabla 1 de puntuacion para dar una clasificacion bifenotipica.
(135, 136, 137)

Tablal criterios para el diagnostico de leucemia bifenotipica aguda.

Puntos Linea B Linea T Linea mieloide
2 cCD79a cCD3 cMPO
IgM cit TCR af
CD22 cit TCR vo
1 CD19 CD2 CD13
CD10 Cd5 CD33
CD20 CD8 CD117
CD10 CD65
0.5 Tdt TdT CD14
CD24 CD7 Cd15
Cdla CD64




Paciente 64 por morfologia se clasifico como LAM sin especificar el subtipo, y su
inmunofenotipo es compatible con LAM M4 por presentar marcadores especificaos de clona
como lo son CD34+, CD14+, CD13+, CD33+, cMPO+. El resultado de su andlisis molecular
positivo para t(3;21).Esta es una translocacion que esta asociada al tratamiento recibido de
SMD y LMC en su fase blastica y su progresion a leucemia aguda.



CONCLUSIONES

Es importante tomar en cuenta que en conjunto estos tres estudios son muy valiosos, para el
seguimiento del estado que guarda nuestro paciente, desde el momento en que es
diagnosticado hasta que se logra la remisidn parcial o completa, de la neoplasia hematoldgica,
si no también por su informacion de cara al valor diagndstico y prondstico . La remision
parcial se dice que se ah alcanzado, cuando el paciente en sangre periférica como en medula
Osea guarda valores dentro de rangos normales de celularidad, pero en caso de que se halla
identificado alguna de las translocaciones que ya se mencionaron anteriormente, siga saliendo
positiva y remision completa cuando en sangre periférica como en medula 6sea guarde valores
dentro de rangos de normalidad y la translocacion que antes era positiva sea negativa.

En este estudio realizado, observamos también como en muchas de las literaturas revisadas,
que la leucemia que tuvo un predominio mayor guardando distancias debido al nimero de
pacientes que se analizan, como por ejemplo ( ) fue la linfoide con 41 casos
correspondiendo a un 57.74 %, en este tipo de leucemia aguda predominan las leucemias de
células B con un 97 % en todos sus estados de maduracion y leucemia linfoblastica de células
T con un 3 %, también coincidiendo con la literatura, después las mieloides con 27 casos
correspondiendo a 38.02 % , en cuanto a las translocaciones que se presentaron de los 77
pacientes analizados solo 37 que corresponden a 48.02 % presentaron alguna de las 28
translocaciones y sus mas de 80 puntos de ruptura, observandose que el mayor porcentaje fue
para la translocacion t(12;21) con 7 casos y un 9.09 %, después la t(15;17) y t(9;22) ambas
con 6 casos y un 7.79 %.

Por lo que podemos concluir que del 100 % de casos de leucemias en aproximadamente el 84
% se resuelve sin complicaciones con la morfologia, inmunofenotipo y el analisis molecular
coincide con los resultados anteriores, y el otro 16 %, es mas complicado por lo que es
indispensable realizar el analisis molecular y dependiendo del resultado sabremos si coincide
con el diagnostico morfolégico o inmunoldgico.

En el estudio morfolégico observamos que los mieloblastos LAM M1 y M2, se pueden
confundir con los linfoblastos de LAL 2, pues son muy parecidos morfolégicamente y es
necesario el inmunofenotipo para establecer la estirpe celular y en algunas ocasiones el
analisis molécular como sucedié con los pacientes 6,22,25,65.

También es comun que las células de LAM M2 y M4 se confundan con las de LAM M3
especialmente en el subtipo hipogranular y cuando el porcentaje de células blasticas apenas
pasa del 30 % como lo vimos con los pacientes 21,26.

En el paciente 34 el diagnostico morfologico fue LAM M4 y su inmunofenotipo fue
compatible con LAM M1, su analisis molecular coincidio con el diagnéstico morfoldgico y
resulta que en especial este caso se determino que se trata de células blasticas en una etapa
mas temprana, llamadas células stem mielomonociticas y que pueden o no expresar CD14 y en



este caso no lo estaban expresando.
Por lo que con estos pacientes es de suma importancia realizar los tres métodos, para dar un
buen diagndstico y de esa manera reciban una terapia de acuerdo a su padecimiento y que no
por ahorrar unos cuantos pesos reciban una terapia inadecuada, haciendo que se gaste mas por
paciente, ya que esto implica dar dosis mas altas por mas tiempo, permanecer internado
ademas de que la calidad de vida del paciente empeora rapidamente, sin darle una oportunidad
de que este se recupere y se incorpore a la vida laboral, estudiantil o familiar dependiendo del
caso.

Por lo anterior concluimos que estos tres estudios en conjunto, nos dan un mejor resultado
para el paciente que uno solo y que nunca hay que detenerse para llegar a dar un buen
diagnostico siempre y cuando se cuente con lo necesario para realizarlo.

Hoy en dia con la tecnologia de punta como lo es RTPCR en Tiempo Real que se utiliza
para cuantificar la translocacion se puede llevar un buen monitoreo desde el primer
momento en que el paciente es diagnosticado, hasta llegar a la remision completa, cuando los
niveles de la translocacion van disminuyendo hasta que ya no es detectable y entonces
podremos decir que el paciente esta en remision 6 bien si estos niveles empiezan a aumentar
podremos decir que el paciente esta en recaida, y al hematdlogo también le puede decir si su
tratamiento esta funcionando o tiene que cambiar su esquema de terapia.

Esta técnica esta disponible para las siguientes translocaciones: t(9;22), t(15;17) (esto no se
realizo en estudio pero se comenta)(154,155,156,157)

Nota:

Las translocaciones que estan no detectables, no se quiere decir que no exista alguna, si no que
simplemente con nuestro metodo no lo estamos haciendo, algunas otras y solo por mencionar
algunas como son: t(16;16)(p13;922) que se presenta en LAM M6, Del 9 (g22) que se presenta
en LAM M1, 11(g23) que se presenta en LAM M4a 'y M4b y rara vez en LAM M1 6 LAM
M2, afeccion del cromosoma 5y 7 por la terapia recibida, t(1;22) que se presenta en LAM M7
y que con el método que utilizamos no la estamos detectando, cabe mencionar que en nuestro
estudio no encontramos una LAM M7, existen otras anormalidades cromosomicas como lo
son las aneploidias e hiperploidias que solo se pueden detectar por citogenética.

Se mencionan las translocaciones y las referencias que no se escribieron en este trabajo.

t(8;14) 76,78; t(1;14) 11,71,72,73,74 ,75,76; t(10;14) 76,80,81,82; t(5;14) 83; t(7;9) 84,85;
11923 97,98,99,100; t(6;9) 11,108,109,110; t(1;11) 111; t(6;11) 112,113; t(10;11)
114,115,116; t(3;5) 110,117,118,119; t(12;22) 111,112,112,120,121, t(9;12) 122,123; t(9;11)
125,126,127; t(17;19) 132,133,134; t(3;11) 142,143.

Lista de los CD (152).



GLOSARIO

Anticuerpo.- Tipo de proteina glucoproteica, también denominada lg, producida por los
linfocitos B y que se une a antigenos, a menudo con un elevado grado de especificidad y
afinidad. La unida estructura basica de un anticuerpo consiste en dos cadenas pesadas
idénticas y dos cadenas ligeras idénticas. La regiones variables n-terminales de las cadenas
pesadas Yy ligeras forman los sitios de unién al antigeno, mientras que las regiones constantes
C-terminales de las cadenas pesadas interaccionan funcionalmente con otras moléculas del
sistema inmunitario. Cada individuo tiene millones de anticuerpos diferentes, cada uno con un
sitio de unidn al antigeno exclusivo. Los anticuerpos secretados realizan diversas funciones
efectoras, como la neutralizacion de antigenos, la activacion del complemento y la promocién
de la destruccion de microorganismos dependientes de los leucocitos.

Anticuerpo monoclonal.- Anticuerpo que es especifico y que es producido por un hibridoma
de células B (una linea celular derivada por la fusién de una célula B normal con una linea de
células B mortales). Los anticuerpos monoclonales se usan extensamente en investigacion y en
el diagnostico clinico y el tratamiento.

Antigeno.- Molécula que se une al anticuerpo 0 a un TCR. Los antigenos que se unen a los
anticuerpos son todas las clases de moléculas. Los TCR solo se unen a fragmentos peptidico
de proteinas que forman un complejo de moléculas del MHC.

ARN.- Acido ribonucleico.

ARNmM.- Clase de moléculas de RNA, cada una de las cuales es complementaria de una
cadena de DNA, es portador del mensaje genético desde el cromosoma a los ribosomas.

Acidos nucleicos.- Polinucledtidos que se encuentran en la naturaleza en los que los residuos
nucledtidicos estdn unidos en una secuencia especifica mediante enlaces fosfodiéster; DNA 'y
RNA.

Cadena ligera de la inmunoglobulina.- una de dos tipos de cadenas polipeptidica presentes en
una molécula de anticuerpo. La unidad estructural bésica de un anticuerpo consiste en dos
cadenas ligeras idénticas, cada una unida mediante un puente disulfuro a una de las dos
cadenas idénticas. Cada cadena ligera se compone de un dominio de Ig variable (V) y de un
dominio de Ig constante ( C). Existen dos isotipos de cadenas ligeras denominadas x y A,
ambos idénticos desde el punto de vista funcional. Aproximadamente el 60 % de los
anticuerpos humanos tienen cadenas ligeras x y el 40 % tienen cadenas ligeras A.

Cadena pesada de inmunoglobulina.- Una de dos tipos de cadenas polipeptidicas presentes en
una molécula de anticuerpo. La unidad estructural bésica de un anticuerpo consiste en dos
cadenas pesadas idénticas unidas por puentes disulfuro y dos cadenas ligeras idénticas. Cada
cadena pesada se compone de un dominio de Invariable (V) y de tres o cuatro dominios de Ig
constantes (C ). Los diferentes isotipos de anticuerpos, IgM, IgD, IgG, IgA e IgE, se
distinguen por sus diferencias estructurales en las regiones constantes de las cadenas pesadas.



Estas regiones también median funciones efectoras, tales como la activacion del complemento
o de los fagotitos.

Célula B madura.- Célula B no estimulada (“virgen”) funcionalmente competente que expresa
IgM e IgD, que presenta el estadio final de la maduracion de las células B en la médula 6sea y
que puebla los érganos linfoides periféricos.

Célala madre.- Célula diferenciada que se divide continuamente y que da origen a nuevas
células madre y a células de muchas estirpes distintas. Por ejemplo, todas las células
sanguineas se originan de una célula madre hematopoyética comun.

Célula madre pluripotencial.- Célula indiferenciada de la medula 6sea que se divide
continuamente y que da lugar a nuevas células madre y a células de numerosas diferentes. Una
célula madre hematopoyética de la medula 6sea origina células de las estirpes linfoide,
mieloide y eritrocitica.

Célula plasmética.- linfocito B secretor de anticuerpos terminalmente diferenciado con un
aspecto histoldgico caracteristico, consistente en una forma oval, un nicleo excéntrico y un
alo perinuclear.

Célula pre-B.- Célula B en desarrollo presente solo en los tejidos hematopoyéticos que se
encuentra en un estadio de maduracion caracterizado por a expresion de cadenas pesadas
citoplasmaticas p y por cadenas ligeras sustitutivas de lg, pero no cadenas ligeras. Los
receptores de las células pre-B compuestos de cadenas p y de cadenas ligeras sustitutivas
hacen llegar sefiales que estimulan la maduracion de la célula pre-B hasta el estadio de célula
B inmadura.

Célula pre-T.- linfocito en desarrollo en el timo en un estadio de maduracion caracterizado
por la expresion de la cadena 8 del receptor de la célula T (TCR), pero no de la cadena a ni de
las moléculas CD4 ni CD8. En las células pre-T, la cadena p del TCR se encuentra en la
superficie celular como parte del receptor de la célula pre-T.

Célula pre-B.- célula B en desarrollo en la medula 6sea que es la primera célula
comprometida a la estirpe de linfocitos B, las células pro-B no producen Ig, pero pueden
diferenciarse de otras células inmaduras por la expresion de moléculas de superficie
restringidas para las células de estirpe B, como CD19 y CD10.

Célula pro-T.- Célula T en desarrollo en la corteza timica que ha llegado recientemente de la
medula ésea y que no expresa TCR, CD3, cadenas ¢ ni moléculas CD4 y CD8. Las células
pro-T también se denominan timocitos doblemente negativos.

Citometria de flujo.- Método para el analisis del fenotipo de las poblaciones celulares que
requieren un instrumento especializado (citdbmetro de flujo) que destaca la fluorescencia en
células individuales en una suspensién y, por lo tanto, determina el numero de células que

expresan la molécula a la que se une la sonda fluorescente. Las suspensiones de células se



incuban con anticuerpos marcados fluorescentemente o con otras sondas , y la cantidad de
sonda unida por cada célula de la poblacién se mide haciendo pasar las células una a una a
través de un fluorimetro con un haz incidente generado por l&ser.

Citoquinas.- Proteinas producidas por muchos tipos de células distintos que median las
reacciones inflamatorias e inmunitarias. La citoquinas son unos de los principales mediadores
de las comunicaciones entre las células del sistema inmunitario.

CD3.- Un complejo trimerico de cadenas v, 'y € que, junto con un hemodimero {{ o un
heterodimero {n, actia como una unidad transductora de sefiales para el receptor celular T.

CD4.- Glucoproteina de la superficie celular, usualmente en las células T cooperadoras, que
reconoce las moléculas de la clase Il del MHC en las células presentadoras de antigenos.

CD8.- Glucoproteina de la superfamilia celular, usualmente presente en la célula T citotoxicas
que reconoce las moléculas de clase | del MHC en las dianas celulares.

Caodigo genético.- conjunto de palabras codificadas en forma de tripletes en el DNA (o
mRNA) que codifica los aminoacidos de las proteinas.

Codon.- Secuencia de tres nucle6tidos adyacentes a un acido nucleico que codifica a un
aminoéacido especifico.

Cromatina.- complejo filamentoso de DNA, histonas y otras proteinas que constituyen al
cromosoma eucariotico.

Cromosoma.- Molécula Unica y grande de DNA y sus proteinas asociadas, que contiene
muchos genes, almacena y trasmite informacion genética.

DNA complementario.- (cDNA).- DNA utilizado en la clonacién de DNA producido
normalmente por la transcriptasa inversa; es complementario de un mRNA determinado.

Ganglio linfatico.- Agregados nodulares encapsulados de pequefio tamafio de tejido rico en
linfocitos, situados a lo largo de conductos linfaticos de todo el organismo, en los que se
inician las respuestas de inmunidad adaptativa a los antigenos transportados por la linfa.

Hematopoyesis.- Desarrollo de células sanguineas maduras (eritrocitos, leucocitos, y
plaquetas), a partir de células madre pluripotenciales en la medula 6sea y en el higado fetal. La
hematopoyesis esta regulada por diferentes citokinas producidas por células del estroma de la
medula 0sea, células T y otros tipos celulares.

Hibridoma.- Linea celular derivada mediante fusion celular, o hibridacion de células
somaticas, entre un linfocito normal y una linea tumoral de linfocito inmortalizada. Los
hibridomas de las células B creados mediante fusion de células B normales con una
especificidad antigénica definida con una linea de células de mieloma se utilizan para producir



anticuerpos monoclonales. Los hibridomas de células T creados mediante la fusion de una
célula T normal de una especificidad definida con una linea tumoral de células T se utilizan
habitualmente en investigacion.

Leucemia.- Neoplasia maligna de los precursores de la medula dsea de las células sanguineas,
en la que un elevado namero de células leucémicas suele ocupar la medula ésea y a menudo
circula en el torrente sanguineo. Las leucemias linfociticas derivan de los precursores Bo T,
mientras que las leucemias eritroides derivan de los precursores eritrociticos.

Ligando de c-kit (factor de las células madre).- Proteina necesaria para la hematopoyesis, las
etapas iniciales del desarrollo de las células T en el timo y el desarrollo de los mastocitos. El
ligando c-kit es sintetizado por las células del estroma de la medula 6sea y del timo como
proteina unida a la membrana y como proteina soluble, y se une a un receptor de membrana de
tipo tirosina quinasa (c-kit) expresado por las células madre pluripotenciales.

Ligando de Fas (CD).- Proteina de membrana que es un miembro de la familia de proteinas
del TNF que se expresa en las células T activadas. El ligando de Fas se une al Fas, con lo que
estimula una via de sefializacion que conduce a la muerte celular apoptosica de la célula que
expresa Fas. Las mutaciones en el gen que codifica el ligando de Fas causan una enfermedad
autoinmunitaria sistémica en el raton.

Linfocitos B.- El tnico tipo de célula capaz de producir moléculas de anticuerpo y, por
consiguiente, el componente celular fundamental de las respuestas de la inmunidad humoral.
Los linfocitos B o células B, se desarrollan en la medula dsea, y las células B maduras se
encuentran fundamentalmente en los foliculos linfoides de los tejidos linfoides secundarios, en
la medula désea y, en escasa cantidad, en la circulacion.

Linfocito B maduro.- Célula B con negatividad para IgD y positividad para IgM de membrana,
recientemente derivada de los precursores de la medula 6sea, que no prolifera y se diferencia
en respuesta a los antigenos, si no que puede experimentar una muerte apoptdésica o perder la
capacidad de respuesta funcional. Esta propiedad es importante para la seleccion negativa de
las células B que son especificas de los antigenos propios presentes en la medula 6sea.

Linfocito no estimulado.- linfocito B o T maduro que no se ha encontrado previamente con un
antigeno, ni es la progenie de un linfocito maduro estimulado por un antigeno. Cuando los
linfocitos virgenes son estimulados por un antigeno, se diferencian en linfocitos efectores,
como las células B secretoras de anticuerpos o las células T colaboradoras y los linfocitos T
citoliticos (CTL). Los linfocitos no estimulados tienen marcadores de superficie y patrones de
recirculacion que son diferentes de los linfocitos previamente activados.

Linfocito T.- Tipo de célula que media las respuestas inmunitarias celulares en el sistema de
inmunidad adaptativa. Los linfocitos T maduran en el timo, circulan en la sangre, pueblan los
tejidos linfoides periféricos y son reclutados a sitios periféricos de exposicion al antigeno.
Expresan receptores para el antigeno (TCR) que reconocen fragmentos peptidicos de proteinas
extrafias unidas a moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MCH). Las



subpoblaciones funcionales de los linfocitos T son las células T CD4+ colaboradoras y los
linfocitos T citoliticos (CTL) CD8+.

Medula 6sea.- Cavidad central del hueso que es el lugar de generacién de todas las células
sanguineas circulantes del adulto, incluidos en los linfocitos T inmaduros, y el sitio de
maduracion de las células B.

Moléculas CD.- Moléculas de la superficie celular expresadas en diversos tipos de células del
sistema inmunitario que se distinguen en funcion del “grupo de diferenciacion” (“cluster of
differentiation”) o numero CD.

Monocito.- Tipo de célula sanguinea circulante derivada de la medula dsea que es el precursor
de los macrofagos titulares. Los monocitos son reclutados activamente a los sitios de
inflamacién, donde se diferencian a macrofagos.

Neutrofilo.- Leucocito circulante mas abundante. También denominado leucocito
polimorfonuclear (PMN), que es reclutado a los sitios de inflamacién y es capaz de fagocitar y
de digerir enzimaticamente los microorganismos.

Nucledtidos CpG.- Secuencias citosina-guanina no metiladas presentes presentes en el ADN
bacteriano que tiene propiedades adyuvantes en el sistema inmunitario de los mamiferos y que
puden ser importantes para la eficacia de las vacunas de ADN-

Nucledtidos N.- Nombre con el que se designan los nucleotidos que se afiaden al azar en las
uniones entre los segmentos génicos V, D y J en los genes de los Ig o de los TCR durante el
desarrollo de los linfocitos. La adicion de 20 de estos nucledtidos, que es mediada por la
enzima desoxirribonucleotidil transferasa Terminal, contribuye a la diversidad de los
repertorios de anticuerpos y TCR.

Nucledtidos P.-Breves secuencias nucleotidicas de repeticion invertidas en las uniones VDJ de
los genes reordenados de las Ig y los TCR, que se generan por intermediarios de orquilla y que
contribuyen a la diversidad de la unién de los receptores para el antigeno.

Organo linfoide generador.-Organo en el que los linfocitos se desarrollan a partir de los
precursores inmaduros. La medula dsea y el timo son los principales 6rganos linfoides
generadores en los que se desarrollan los linfocitos B y T, respectivamente.

Organos/tejidos linfoides periféricos.- grupos organizados de linfocitos y células accesorias,
incluidos el bazo, los ganglios linfaticos y los tejidos linfoides asociados a las mucosas, donde
se inician las respuestas inmunitarias adaptativas.

Placas de peyer.- Tejido linfoide organizado en la lamina propia del intestino delgado en el
que pueden iniciarse respuestas inmunitarias a los antigenos ingeridos. Las placas de peyer se
componen fundamentalmente de células B, con un numero menor de células T y de células



accesorias, todas dispuestas en foliculos similares a los de los ganglios linfaticos, a menudo
con centros germinales.

Superfamilia de las inmunoglobulinas.- Extensa familia de proteinas que contienen un motivo
estructural globular denominado dominio de Ig, o pliegue de Ig, descrito inicialmente en los
anticuerpos. Muchas proteinas de importancia en el sistema inmunitario, como los anticuerpos,
los TCR, las moléculas del MHC y las moléculas CD4 y Cd8, son miembros de esta
superfamilia.

Tirosina quinasa de células B (Btk).- Tirosina quinasa de la familia Src que desempefia un
papel esencial en la maduracion de las células B. Las mutaciones en el gen que codifica a la
Btk causan agammaglobulinemia, una enfermedad caracterizada por la ausencia de
maduracion de las células B mas alla del estadio de célula Pre-B.
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