UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

% %
it .

DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION
SECRETARIA DE SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

“FRECUENCIA DE ALTERACIONES CITOGENETICAS
DIAGNOSTICADAS POR RT-PCR EN PACIENTES PEDIATRICOS CON
LEUCEMIA LINFOBLASTICA Y MIELOBLASTICA AGUDA EN EL
INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA”

T E S I S
PARA OBTENER EL TITULO DE:

ESPECIALISTA EN ONCOLOGIA PEDIATRICA
P R E S E N T A:
DRA. CAROLINA LEON PINA

TUTOR: DRA. MARTA ZAPATA TARRES

MEXICO, D. F. 2015.

INP




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



“FRECUENCIA DE ALTERACIONES CITOGENETICAS DIAGNOSTICADAS
POR RT-PCR EN PACIENTES PEDIATRICOS CON LEUCEMIA
LINFOBLASTICA Y MIELOBLASTICA AGUDA EN EL INSTITUTO NACIONAL
DE PEDIATRIA”

-

URA ROSAS VARGAS

DR. MANUEL ENRIQUE FLORES [LANDERO
JEFE DE DEPARTAMENTO DE PRE Y POSGRADO

DR. RO
PROFESOR TITULAR D%\CUI?/SO DE ONCOLOGIA PEDIATRICA

E E‘ﬁ\; - B

A S e
VST
o AT e

DRA. MARTA ZAPATA TARRES
TUTOR DE TESIS




AGRADECIMIENTO

A MI ESPOSO LUIS FERNANDO YERBES MENDEZ POR SU APOYO
INCONDICIONAL

A MI HIUA ADORADA ANA LUISA YERBES LEON

A MIS PADRES MARIA DEL CARMEN PINA RODRIGUEZ Y ROBERTO LEON
SOLANO



INDICE

RESUMEN. .. e 1-2
SUMM A R L 3-4
INTRODUCCION. .....outiiiiieee e, 5-6
ANTECEDENTES CIENTIFICOS..... ..o 7-19
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. ... e 20
JUSTIFICACION. ... ..o 20
PREGUNTA DE INVESTIGACION. .......oviiiiiiiiceeee e 20
OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICOS.........ooiiiiiiiiiiieeeeeee e 21-23
METODOLOGIA. ......eeeeiee e, 23
VARIABLES . .. 24
CONSIDERACIONES ETICAS. ..ot 25
RECURSOS . ... e e 25
RESULTADOS. .. ..o e e e ee 26-35
DISCUSION. ...t 36-38
CONCLUSION.....cuieie et 38-39
CRONO.GRAMA DE ACTIVIDADES. ..ottt 39
REFERENCIAS . . ... e 40-45

ANEX O S . .o 46-47


Margarita
Texto escrito a máquina

Margarita
Texto escrito a máquina

Margarita
Texto escrito a máquina
G

Margarita
Texto escrito a máquina


RESUMEN

OBJETIVO: Conocer la frecuencia de alteraciones citogenéticas diagnosticadas por
RT-PCR en pacientes pediatricos con leucemia linfoblastica y mieloblastica aguda
en el Instituto Nacional de Pediatria.

MATERIAL Y METODOS: Se realizdé un estudio descriptivo, retrospectivo,
retrolectivo, observacional y transversal, siendo la poblacion de este estudio los
nifos menores de 18 anos con leucemia linfoblastica y mieloide aguda que
ingresaron en el INP del 1 de enero de 2005 al 30 de Junio de 2015. Se describid
la frecuencia de las traslocaciones t(1;11)(p32;q23), t(1;11)(921;923), t(1;19)(q23;
p13), t(3;5), t(3;21), t(4;11)(q21;923), t(5;12), t(5;17), t(6;9)(p23;q34), t(6;11),
1(8;21)(922;922), 1(9;9), t(9;11)(p22;923), 1(9;12)(9p11-p12;p12), 1(9;22),
t(10;11)(p12;923), t(11;17)(923;921), t(11;19)(923;913),11923, t(12;21)(p12;922),
t(12;22), t1(15;17)(q22;912), 1(16;21), t(17;19), t(X;11), inversion del cromosoma
3(921;926.2), inversion del cromosoma 16(p12;922), rearreglo en la secuencia del
gen TAL1 en pacientes con LA detectado por RT-PCR. Se analizé las variables de
sexo, edad, clasificacion de leucemia linfoblastica y mieloblastica; afio en que se
realizé el diagnostico y la ciudad de origen de los pacientes.

RESULTADOS: Se encontrd que para LLA, el sexo mas frecuente fue el masculino
(49%), el grupo de edad mas frecuente fue el de 3 a 5 afios (34.09%), dentro la
clasificacion por riesgo se reportd que la leucemia de alto riesgo fue la mas
frecuente (66%) y la de linaje B ( 92.78%) mayor que la T, el afio de mayor
diagnodstico fue el 2010 y la entidad de la cual proviene el mayor numero de
pacientes fue de la ciudad de México con un total de 143 pacientes, dado por la
ubicacion de este Instituto, sin representar ninguna frecuencia por entidad
federativa. Dentro del grupo de pacientes con LLA la alteracion citogenética mas
comun fue t(12;21)(p13922) (34.54%). En LMA el género mas frecuente fue el sexo
masculino en un 56%; la edad de mayor frecuencia de presentacion fue de 13 a 15
anos, (24.74%); de acuerdo a la clasificaciéon FAB de leucemia mieloblastica aguda
en este estudio la leucemia mieloide M4 fue la de mayor presentacion con un

31.95%; el lugar de origen mas frecuente de los pacientes fue el distrito federal



seguido por la el estado de México, al igual que en LLA no representa ninguna
frecuencia por entidad federativa; el ailo con mayor numero de casos reportados
fue en 2008. La alteracion citogenética mas comun en LMA fue t(15;17) en un
44.89%.

CONCLUSION: En la LLA es mas frecuente el sexo masculino con una relacién de
1.4:1, la edad mas frecuente de 3 a 5 afos de edad. Con lo que respecta a la LMA
se reportd al sexo masculino como el mas frecuente, la edad mas frecuente de 13
a 15 anos; el subtipo de mayor presentacion la M4. Las alteraciones genéticas mas
frecuentes en los pacientes con LLA en el INP fueron la t(12;21)(p13922) en un
34.54%, seguida de t(9;22) con un 27.27%, en tercer lugar le correspondio a la
t(1;19) en un 25.45%. Para la LMA la alteracion citogenética mas comun en un
44.89% fue t(15;17), seguida de t(8;21) con 18.36%, en tercer lugar le corresponde
ala Inv(16) en 12.24%. Asi mismo nos ha permitido la identificacién de alteraciones
gue se relacionan a un mal pronostico como lo es la traslocacion t(11;19)(q23p13.3),
siendo de gran importancia su identificacion ya que en un futuro podria modificarse
el tratamiento de estos pacientes mejorando su respuesta al tratamiento y por lo

tanto el prondstico de los mismos.



SUMMARY

OBJECTIVE: Describe the Frequency of cytogenetic abnormalities diagnosed by
RT-PCR in pediatric patients with acute lymphoblastic leukemia and myeloblastic at

the National Institute of Pediatrics.

MATERIALS AND METHODS: We perform a descriptive, retrospective, retrolective,
observational and cross selectional study, the target population of this study was
children under 18 years with acute lymphoblastic leukemia and acute myeloid who
entered the INP of January 1th of 2005 to Jun 30th of 2015. We described the
frequency of translocations t(1;11)(p32;923), t(1;11)(q21;923), t(1;19)(q23; p13),
t(3;5), t(3;21), t(4;11)(q21;923), t(5;12), (5;17), t(6;9)(p23;q34), 1t(6;11),
t(8;21)(922;922), 1(9;9), t(9;11)(p22;923), t(9;12)(9p11-p12;p12), 1(9;22),
t(10;11)(p12;923), t(11;17)(923;921), t(11;19)(923;q913),11923, t(12;21)(p12;922),
t(12;22), 1(15;17)(922;912), 1(16;21), 1(17;19), t(X;11), inversion of chromosome 3
(921 ; g26.2), inversion of chromosome 16 (p12; g22), rearrangements in the gene
sequence TAL1 in patients with detected by RT-PCR. The variables of sex, age,
lymphoblastic and myeloid leukemia classification was analyzed; year of diagnosis

and the city of origin of the patients was performed.

RESULTS: We found in this study to ALL that the most frequent patients were male
(49%), the group of most frequent age was that of 3-5 years (34.09%) within the
classification risk is reported that leukemia high risk was the most frequent (66%)
and B-lineage (92.78%) than T, the year of greatest diagnosis was in 2010 and the
entity of which comes the highest number of patients was Mexico city with a total of
143 patients, given for the location of this institute, without representing any
frequency by state. Within the group of patients with ALL the most common
cytogenetic abnormality was t (12; 21) (p13922) (34.54%). In AML the most common
male gender was 56%, the most frequent age at presentation was that of 13-15 years
old in 24.74%; according to the FAB classification of acute myeloid leukemia in this

study M4 myelogenous leukemia was the most comun presentation with a 31.95%,



the original site of the patients was federal district followed by the state of Mexico,
as in ALL does not the frecuency does not represent any frequency by state; the
year highest number of reported cases was 2008. The most common cytogenetic
alteration in AML was t (15; 17) in a 44.89%.

CONCLUSION: In the ALL the most common sex was male with a ratio of 1.4: 1, the
highest age range was 3 to 5 years old. With regard to AML was reported that male
sex was the most frequent, the largest age group was 13 to 15 years; the
presentation was more subtypes M4. The state of Mexico and the Federal District
were the states with the largest number of cases treated. The most frequent genetic
alterations in patients with ALL in the INP were the t (12; 21) (p13922) in a 34.54%,
followed by t (9; 22) with a 27.27%, thirdly it corresponded to t (1; 19) in a 25.45%.
LMA for the most common cytogenetic alteration in a 44.89% was t (15; 17), followed
by t (8; 21) with 18.36%, in third place corresponds to Inv (16) at 12.24%. It also
allowed us to identify changes that are related to a poor prognosis such as the
translocation t (11; 19) (q23p13.3) is of great importance since its identification in the
future could change the treatment of these improving patient response to treatment

and the outcome thereof.



INTRODUCCION

Las leucemias agudas son un grupo heterogéneo de padecimientos que suponen la
proliferacion desordenada de una clona de células hematopoyéticas. Desde un
punto de vista morfolégico se han dividido en Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)

y Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA)."

Los avances en el campo de la Genética han permitido el estudio mas a fondo de la
estructura de la informacion genética a nivel de cromosomas y genes. El estudio
cromosdmico es una parte importante del estudio de cualquier hemopatia maligna,
ya que no solo contribuye al diagndstico de las mismas sino que la informacién que

aporta suele constituir un factor pronéstico de primer nivel.!

Los estudios cromosdémicos de las leucemias humanas durante las ultimas tres
décadas, han dado un gran aporte al conocimiento de los cambios genéticos que
ocurren en estas enfermedades. El analisis citogenético de las células tumorales ha
revelado la presencia de alteraciones cromosdmicas clonales en mas de 30,000

neoplasias humanas.!

En el caso de las leucemias agudas, se estima que hasta en el 60% existe una
alteracion cromosomica, principalmente traslocaciones, inversiones, deleciones,
monosomias y trisomias.’ Se piensa estas influyen directamente en el prondstico

del paciente, ya que se relaciona con la respuesta al tratamiento.

La identificacion de alteraciones genéticas especificas es actualmente un elemento
indispensable para la subclasificacion de las leucemias en distintos grupos
prondsticos para su adecuado tratamiento. Las alteraciones citogenéticas mas
frecuentes en neoplasias hematoldgicas son los rearreglos y puntos de ruptura
(translocaciones e inversiones cromosdmicas), deleciones Yy aberraciones
numeéricas cromosdmicas (monosomias, trisomias, etc.). Estas alteraciones se

identifican con el cariotipo o por estudios de biologia molecular. Hoy sabemos



que las alteraciones genéticas de las neoplasias son, generalmente, los agentes
causales de la patologia y definen distintos comportamientos biolégicos, que se
traducen obviamente en distintos comportamientos clinicos y finalmente en
pronosticos muy variables. Un ejemplo claro de ello es el caso de LMA donde estas
alteraciones estan bien caracterizadas como favorables, intermedio o adversas. Asi

como su categorizacién se ha publicado por ciertos grupos.

Algunas anomalias estructurales primarias de mayor relevancia en LLA seran
descritas, ejemplo de ellas t(1;19), t(9;22), t(12;21) etc., cuyas frecuencias fueron
reportadas por Look TA. Otras alteraciones pero de la LMA como la t(8;21), t(15;17),
Inv(16), t(16;16), monosomia 7, que sus frecuencias fueron reportadas por Raimondi
SC; Potter AM.



ANTECEDENTES CIENTIFICOS

El primer articulo publicado de leucemia en la literatura médica data de 1827,
cuando un médico francés llamado Alfred-Armand-Louis-Marie Velpeau descubrid
el caso de una florista de 63 anos de edad con una enfermedad cuyos principales
sintomas eran fiebre, debilidad, calculos renales y hepato-esplenomegalia. Velpeau
advirtio que la sangre de esta paciente tenia una consistencia semejante a la “papilla
de avena” e hipotetizd que este aspecto de la sangre era debido a los glébulos
blancos. En 1845, el patélogo J.H Bennett reportd una serie de casos similares de
pacientes que fallecieron con esplenomegalia y cambios “en el color y consistencia
de la sangre”. Bennett utilizé el término “leucocitemia” para describir esta condicién

patoldgica’ 8.

El término “leucemia” fue acuiado por Rudolf Virchow, el renombrado patélogo
aleman, en 1856. Pionero en el uso del microscopio 6ptico en el campo de la
patologia. Virchow fue el primero en describir el anormal exceso de glébulos blancos
en pacientes con el sindrome clinico descrito por Velpeau y Bennett. Virchow no
estaba seguro de la causa que producia el exceso de glébulos blancos, por lo que
decidio utilizar el término puramente descriptivo de “leucemia” (del griego sangre

blanca), para darle el nombre a esta patologia® .

Los avances en la comprension de la LMA progresaban con el desarrollo de las
nuevas tecnologias. En 1877, Paul Ehrlich desarroll6 una serie de técnicas de
tincion de células sanguineas que le permitieron describir en detalle y diferenciar los
globulos blancos normales y anormales. Wilhelm Ebstein introdujo el término
‘leucemia aguda” en 1889 para diferenciar las leucemias progresivas de las
leucemias croénicas. El término “mieloide”, fue acufiado por Neumann en 1869, tras
ser el primero en determinar que los glébulos blancos provenian de la médula 6sea
(del riego myelos= médula) y no del bazo. Fue Mosler quien, diez afios mas tarde
(1879), describia por primera vez una técnica para examinar la médula 6sea y

diagnosticar la leucemia. Finalmente en el ano de 1900, Naegli caracterizd los



mieloblastos, que pertenecen a la estirpe celular afectada en la LMA, y dividié los
tipos de leucemia en mieloides y linfoides, segun la estirpe celular sanguinea que
se viera afectada. Las leucemias agudas son un grupo heterogéneo de
padecimientos que suponen la proliferacion desordenada de una clona de células
hematopoyéticas. Desde un punto de vista morfolégico se han dividido en Leucemia
Linfoblastica Aguda (LLA) y Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA)." 48

Constituyen la entidad neoplasica maligna mas frecuente de la edad pediatrica. La
LLA representa cerca del 75% de las leucemias agudas pediatricas. La incidencia
de LLA en Estados Unidos es de aproximadamente 3.4 casos por 100,000
individuos menores de 15 afos. El pico de incidencia ocurre entre las edades de 3
y 4 afios, con un predominio de los pacientes del sexo masculino sobre el femenino.!
La exposicion a radiacion ionizante se ha establecido como un factor ambiental que
predispone al desarrollo de leucemia, en especial LMA. El riesgo de LLA es
significativamente mas alto entre nifios cuyos padres tienen mayor edad (madres
mayores de 35 afios, padres mayores de 40 anos). El rol de un factor infeccioso
también se ha estudiado dando origen a hipétesis como la “infeccidn retrasada” que
sugiere que la LLA es causada por una falta de exposicion a infecciones y una falla
de la modulacion del sistema inmunolégico. Mas tarde, una respuesta inmunoldgica
anormal ocurre hacia una o mas infecciones virales o bacterianas comunes la cual

desencadena los eventos que conducen al desarrollo de LLA.

El desarrollo de LLA, al igual que otras hemopatias malignas, involucra la
transformacién de una sola célula progenitora que tiene capacidad para la
expansion monoclonal indefinida. El evento leucemogeno puede ocurrir en células
linfoides con linaje de precursores B o T, o bien, en precursores mas tempranos, lo
que da origen a los diferentes subtipos de LLA basado en la etapa de diferenciaciéon

de las células linfoides en las que ocurre el evento.?

Las manifestaciones clinicas se relacionan con la infiltraciéon de los blastos en la

médula ésea, el sistema linfatico y/o sitios extra medulares, como el sistema



nervioso central. Estas manifestaciones dependen no solo de la naturaleza del clon
leucémico sino del crecimiento que ha tenido hasta el momento en que los sintomas

son reconocidos, se hace el diagnostico correcto y se inicia el tratamiento.

El diagndstico definitivo de Leucemia se basa en la demostracion de una blastosis
medular que iguale o supere el 25% de la totalidad celular, el estudio morfolégico,
citoquimico, inmunoldégico y citogenético detallado es fundamental para etiquetar el

tipo de leucemia aguda.

El cancer es un problema de salud mundial y nacional dado que representa la
segunda causa de mortalidad infantil, solo después de los accidentes en los

pacientes pediatricos de 4 a 18 afios de edad.*

El cancer en menores de 18 afos difiere significativamente del que se presenta en
la edad adulta. De acuerdo a estadisticas recientes de Instituto Nacional del Cancer
de Estados Unidos, la tasa de sobrevida a 5 afios de los niflos diagnosticados con

cancer ha llegado al 77%.5

En la poblacién pediatrica, los principales tipos de cancer son las leucemias, los
tumores de sistema nervioso central (SNC) y los linfomas.® A nivel mundial se habla
de una incidencia de cancer en la edad pediatrica de 100 a 180 por cada 1,000,000

de nifios por afio, con variantes en cada pais.'?

Las leucemias agudas son enfermedades monoclonales que se originan en la
médula ésea, caracterizadas por crecimiento incontrolado de formas celulares
inmaduras de componentes sanguineos llamados blastos. En México la tasa de
incidencia se ha incrementado de 7.75 a 44.9 casos por millon de nifios en los

ultimos afios, representando de las mayores tasas de incidencia’

Desde un punto de vista morfolégico se han dividido en Leucemia Linfoblastica
Aguda (LLA) y Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA). Constituyen la entidad



neoplasica maligna mas frecuente en la edad pediatrica. En México, las leucemias
agudas representan alrededor de 40% de todas las neoplasias, mientras que en

otros paises constituyen entre 30 y 34%.8

1.- Leucemias Linfoblastica Aquda

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) se define como una alteracién genética que
tiene como consecuencia la proliferacion monoclonal de células precursoras de
células de serie linfoide o de los globulos blancos. Es el cancer mas frecuente en la
edad pediatrica con una incidencia entre 3 y 4 pacientes por cada 100,000 por afo.
Cada ano se diagnostican alrededor de 2500 a 3000 nifos. El pico de presentacién
es alrededor de los cuatro afos. En México la incidencia es de 50 casos por millon
de habitantes por afio, con una prevalencia del 60 — 70%, de lo cual un 75%

corresponde a leucemia linfoblastica.®

En pediatria, la edad mas frecuente de presentacién es dentro del grupo de edad
de 3 a 5 anos. Aproximadamente 2,400 nifios y adolescentes menores de 20 afos
son diagnosticados con LLA cada afo en los Estados Unidos, existiendo un

aumento gradual de su incidencia en los ultimos 25 afios.°

Existen algunas enfermedades en las cuales la incidencia de ésta enfermedad es
mayor (sindrome de Down, sindrome de Bloom, anemia de Fanconi, sindrome de
ataxia-telangiectasia).'"1213 Asi mismo estan descritos algunos factores que se han
considerado predisponentes como son la exposicidn a insecticidas o el ser producto
de madre fumadora durante el embarazo.® El cuadro clinico es variable sin embargo
los signos y sintomas mas comunes son la palidez de tegumentos, la presencia de
hematomas, petequias y hepatomegalia. En los estudios de laboratorio se observan
alteraciones en la biometria hematica (anemia, trombocitopenia, leucopenia o

leucocitosis).™
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La sospecha diagndstica de LLA se basa en la identificacion de sindromes
sugestivos como sindrome infiltrativo, hemorragico, anémico y sindrome febril. El
diagnostico se hace con base en las manifestaciones clinicas, exploracion fisica y
hallazgos de laboratorio. El estandar de oro para el diagndstico es el aspirado de
meédula 6sea, donde se deben realizar estudios de morfologia, inmunohistoquimica,
fenotipo y de biologia molecular y se establece al encontrar mas del 25% de blastos
de caracteristicas linfoides en la médula dsea; se clasifica con base en los

siguientes aspectos:

Morfolégico: la clasificacion se hara en base a los criterios internacionales.
Inmunoldégico: las LLA seran clasificadas desde este punto de vista en precursor de
células B (80-85%), (pre B tempranas, pre B y pre B transicional); B maduras,
células T, de acuerdo al porcentaje de positividad de los anticuerpos monoclonales.
Genética: alteraciones numeéricas, las leucemias seran clasificadas en grupos de
ploidia y las alteraciones estructurales cromosomicas, se dividiran en traslocaciones
(que son las mas frecuentes), deleciones, inversiones, etc.'®

Tomando en cuenta indicadores clinicos y paraclinicos los casos seran clasificados
en cuatro grupos de riesgo lo que servira para determinar el tipo de tratamiento a

recibir (Tabla 1).16.17.18

TABLA 1.- Clasificacion de la LLA por riesgo

RIESGO Riesgo estandar Riesgo alto
Edad 1 a9 anos <1y >10 afios
Género* Cualquiera Cualquiera
Infiltracién Ausente Presente

Extramedular*

Leucocitos <50,000 uL >50,000
FAB* L1yL2 L3
Inmunofenotip | Precursor B B madura, T

o CD10-0 +

11



Genética Cariotipo normal, Hipodiploidia
pseudodiploidia. (30a43
Una o dos de las cromosomas)
trisomias (4,10, o
17),t(1:19)1a 1.15

indice ADN 1a15 <0.8

RT -PCR E2A/PBX1

Respuesta al

<1000 blastos en

>1000 blastos en

esteroide sangre periférica en | sangre periférica en
eldia7 dela eldia7 dela
ventana ventana

Citorreduccion | MO en M 1 al dia MO en M 2en el

Temprana 14 de la induccion dia14 dela

induccion

Enfermedad <103alas >102a las

Minima semanas 5y 12 semanas 5y 12

residual

* datos indirectos, sin peso independiente

El tratamiento de las LLA se divide en tres fases principales: la induccion a la
remision, la consolidacion y el mantenimiento. La induccion a la remision y la
consolidacion son comunes en los dos esquemas de tratamiento (riesgo habitual y
alto riesgo), diferenciandose estas en el mantenimiento. La supervivencia de éstos
pacientes ha aumentado de manera muy significativa en los ultimos 30 afos siendo

actualmente superior del 70% hasta 85% en algunos grupos.'®

2. - Leucemias Mieloides Agudas

Las Leucemias Agudas Mieloides (LMA) se definen como la proliferacion maligna
de blastos con diferenciaciéon mieloide, diagnosticandose cuando existen mas de
20% de mieloblastos en la médula ésea de acuerdo a la Organizacion mundial de

la Salud (OMS). La LMA representa el 15-20% del total de leucemias en la infancia.?°

12



Esta leucemia (LMA) ha sido clasificada en 8 subtipos por el grupo cooperativo

francés, americano y britanico (FAB), basandose en la morfologia y en la tincion

histoquimica, lo que ha mejorado el conocimiento de esta enfermedad, de sus bases

moleculares y su biologia, desarrollandose mejores estrategias terapéuticas(Tabla

2)_21,22,23

TABLA 2. Clasificacion FAB para LMA

TIPO NOMBRE MORFOLOGIA HISTOQUIMICA

MO Indiferenciada Blastos grandes, agranulares, MP-

indiferenciados. >90% blastos SNB-°*

M1 Mieloblastica aguda Indiferenciada, >90% blastos, <10% MP+, SN+, PAS-
sin maduracion promielocitos

/monocitos

M2 Mieloblastica aguda >30%y < 89% blastos; >10% MP+, SN+, PAS-
con maduracion promielocitos, mielocitos; <20%

monocitos

M3 Aguda promielocitica | >20% de promielocitos anormales MP+, SN+, PAS-
hipergranular hipergranulares, Cuerpos de Auer

presentes

M3 Aguda promielocitica | Fina granularidad del citoplasma en MP+, SN+, PAS-
variante micro los promielocitos, nucleos bilobulados.
granular

M4 Aguda >30% blastos en serie no eritroide, MP+, NASDA +
mielomonocitica >20% pero <80% monolitos.

Monocitos en sangre periférica >5x10°
IL; lisozima >3v lo normal.

M4Eo Aguda >5% eosindfilos anormales con MP+, NASDA+
mielomonocitica con | granulos basdfilos. eosindfilos, PAS+
eosinofilia

M5a Monocitica aguda >80% células monociticas son MP+, NASDA+

monoblastos, resto son
promonocitos/monocitos

M5b Monocitica aguda <80% células monoliticas son MP+,NASDA+
con diferenciacion monoblastos, el resto son

promonocitos/ monocitos.
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M6 Eritroleucemia >30% de la serie no eritroide son PAS+,

blastos; >50% de la médula 6sea son sideroblastos con

eritroblastos tincion de Fe 2*
M7 Megacarioblasica >30% de la serie no eritroide son MP-, SN-, NASDA
Aguda megacarioblastos; mielofibrosis plaquetaria +, MP+
frecuente por ME.

Por otro lado el sistema de clasificacion de la OMS incorpora, al igual que grupo
FAB, informacién clinica y morfolégica, agregandose caracteristicas
inmunofenotipicas, citogenéticas y moleculares, lo cual dificulta su integracién a

nivel nacional.

Por lo anterior para obtener el correcto diagndstico se obliga a realizar diversos
estudios tales como: evaluacién histoquimica (PAS, Sudan negro, esterasa, etc.),
inmunofenotipos (antigenos linfociticos B o T, HLA-DR, etc.) al igual que evaluacién
citogenética y anomalias moleculares de gran importancia.?* Es por ello que a los
nifnos con LMA deben realizarse idealmente, analisis cromosoémicos de la leucemia,
pues son importantes marcadores de diagndstico y prondstico. Se han identificado
anormalidades cromosomicas clonales en los blastos de cerca del 75% de los nifios
con LMA, y son utiles en la definicion de los subtipos con caracteristicas particulares
como (8;21) con M2, t(15;17) con M3, inv (16) con M4 Eo, anomalias 11923 con
M4 y M5, t(1;22) con M7.2%26.27 En |a literatura internacional se han demostrado la

existencia de estos como valores prondsticos.2829.30

Como factores prondsticos favorables en LMA infantil con los cuales contamos en
México, incluimos translocaciones, [t(15;17), t(8;21)], inversiones (inversion del
cromosoma 16), cuenta leucocitaria <100x10°L, subtipos FAB M1 0 M2 con cuerpos
de Auer, M3 y M4Eo y remision completa al primer ciclo de quimioterapia del
tratamiento.

Dentro del tratamiento de los pacientes con LMA infantiles se encuentran los

basados en el esquema NOPHO 93, mostrando tasas de supervivencia libre de
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enfermedad a 5 afios alrededor del 50% en distintos grupos.®'Existen otros grupos

basados en el Medical Research Council y de St Jude.

3. Clasificacion inmunoldgica de las leucemias

Se basa en la tipificacion inmunologica mediante la identificacion del linaje celular
especifico, a través de anticuerpos mononucleares, asi como el estadio de
diferenciacion. De acuerdo a la clasificacion segun los inmunofenotipos se
consideran los siguientes tipos: pre B temprana, la mas frecuente (60.4%), pre B
transicional y pre B (estas 3 variedades se describen como “comun”), B, T, y cuando

es nulo.??

Alteraciones citogenéticas en leucemias agudas

Los avances en el campo de la Genética han permitido el estudio mas a fondo de la
estructura de la informacion genética a nivel de cromosomas y genes. El estudio
cromosdmico es una parte importante del estudio de cualquier hemopatia maligna,
ya que no solo contribuye al diagndstico de las mismas sino que la informacién que

aporta suele constituir un factor prondstico de primer nivel.3

Los estudios cromosdmicos de las leucemias humanas durante las ultimas tres
décadas, han dado un gran aporte al conocimiento de los cambios genéticos que
ocurren en estas enfermedades. El analisis citogenético de las células tumorales ha
revelado la presencia de alteraciones cromosdmicas clonales en mas de 30,000

neoplasias humanas.®

En el caso de las leucemias agudas, se estima que hasta en el 60% existe una
alteracidon cromosomica, principalmente traslocaciones, inversiones, deleciones,
monosomias y trisomias.3® Se piensa estas influyen directamente en el prondstico

del paciente, ya que se relaciona con la respuesta al tratamiento.
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La identificacion de alteraciones genéticas especificas es actualmente un elemento
indispensable para la subclasificacion de las leucemias en distintos grupos
prondsticos para su adecuado tratamiento. Las alteraciones citogenéticas mas
frecuentes en neoplasias hematoldgicas son los rearreglos y puntos de ruptura
(translocaciones e inversiones cromosomicas), deleciones y aberraciones
numéricas cromosomicas (monosomias, trisomias, etc.). Estas alteraciones se
identifican con el cariotipo o por estudios de biologia molecular. Hoy sabemos
que las alteraciones genéticas de las neoplasias son, generalmente, los agentes
causales de la patologia y definen distintos comportamientos bioldgicos, que se
traducen obviamente en distintos comportamientos clinicos y finalmente en

prondsticos muy variables.

Las anormalidades cromosomicas tanto estructurales como numéricas se han
clasificado recientemente como importante factor pronéstico. Un ejemplo claro de
ello es el caso de LMA donde estas alteraciones estan bien caracterizadas como
favorables, riesgo intermedio y adversas (Tabla 3).%537 Asi como su categorizacion
se ha publicado, por ciertos grupos, las prevalencias obtenidas de estas

alteraciones(Tabla 4).38
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Tabla 3. Subgrupos pronésticos de LMA basados en alteraciones citogenéticas y

anormalidades moleculares.

Estatus de Riesgo Citogenéticas Anormalidades Moleculares

Favorable (8;21)(q22;922) Citogenética normal con
inv(16)(p13.922), mutacion NMP1 o mutacion
t(16;16)(p13.922) CEBPA en ausencia de FLT3-
t(15;17) ITD

Intermedio Citogenética Normal Mutacién de c-KIT con:
t8 t(8;21)(922;922) o
t(3;5) inv(16)(p13.922),
t(9;11)(p22923) t(16;16)(p13.922)
Otras no definidos

Pobre Cariotipo complejo (>3 | Expresion alta de EVI1 (con o
anormalidades) sin lesion citogenética 3q26)
MK+ Citogenética normal con
Monosomias del 5, del5q FLT3-ITD en ausencia de
Monosomias del 7, del7q mutacién NPM1
Otros 11923 abnl
Inv(3)(q21926.2),

(3;3)(q21126.2)
1(6:9), 1(9;22)
Anl(17p)
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Tabla 4. Frecuencia de las alteraciones citogenéticas mas comunes en LMA

Rearreglo cromosémico Frecuencia (%)
Cariotipo Normal 15-30%
t(1;22)(p13;913) 0-3
inv(3)(921q926)/t(3;3)(921;926) 1-5
Monosomia del 5/del(5q) 1-2.5
t(6;9)(p23;934) 1-2
Monosomia del 7 1-4.5
del(7q) 1-3
t(7;12)(q36;p13) 3-5

t8 5-10
t(8;16)(p11;p13) 0-2.5
t(8;21)(922;922) 7-16
del(9q) 0-4.6
t(9;22)(q34;911.2) 0-1
t(11923)/MLL 14-22
t(9;11)(p22;923) 6-11
t(15;17)(q22;921) 2-10
inv(16)(p13922)/t(16;16)(p13;922) 3-11.6
t(16;21)(p11;922) 1-3.5
t21 1.5-4.6

La LMA es una enfermedad clinica y genéticamente heterogénea, ademas de la
respuesta inicial del paciente al tratamiento, su prondstico esta determinado por la
presencia de anomalias citogenéticas. Varias anomalias citogenéticas recurrentes
tales como 11923 nos ayudan a predecir el resultado de las neoplasias mieloides y
leucemias agudas. Hasta ahora se han identificado mas de 60 traslocaciones

asociadas.®?

El ejemplo claro de las diferencias dadas por la presentacion de alteraciones
cromosomicas esta presente por grupos de edad, diferenciando las LLA presentes

en nifios y adolescentes a la manifestada por adultos. Autores de un reciente
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estudio de cohorte en adultos con LMA mostraron que los nifios con t(9;11)
(p22;923) con aberraciones adicionales tenian menores tasas de supervivencia
global que los que tienen otros subgrupos de LMA.4° El analisis detallado de los
rearreglos citogenéticos por varios afos ha proveido de informacion importante para
aclarar las incidencias de anormalidades individuales y su significancia pronostica
(Figura 1).41

[mit4:11)11923 D1{12:21) @ HeH WM 1(9;22) @ t(1;19) @ 14g32 O Other|
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Figura 1. Distribucion de las principales alteraciones citogenéticas en LLA acuerdo

a subgrupos de edad. HeH:hiperdiploidia.

El estudio de las alteraciones genéticas de este trabajo incluye traslocaciones e
inversiones que se buscan de manera rutinaria como t(15;17), inv(16), t(9;22),
t(11;17), t(1;19), t(12;21), t(4;11), sin embargo se incluyeron como nuevas las
siguientes alteraciones; t(1;11)(q21;923), t(1;11)(p32;923), t(1;19), t(3;21), t(3;5),
t(4;11), 1(5;12), 1(5;17), (6;9), t(6;11), t(8;21), 1(9;9), 1(9;11), 1(9;12), 1(9;22), 1(10;11),
t(11;17), t(11;19) (923;p13.1), t(11;19)(923;p13.3), t(12;21), t(12;22), t(15;17),
t(16;21), t(17;19), t(X;11); la inv(16), y rearreglos en la secuencia del gen TAL1.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las recomendaciones de la FAB son realizar la clasificacion Morfoldgica,
Inmunolégica y Citogenética por lo que es de gran trascendencia investigar las
alteraciones citogenéticas que se estan estudiando en el mundo. Por lo anterior
realizamos el siguiente planteamiento; el diagnostico molecular de las Leucemia
agudas en el Instituto Nacional de Pediatria permitira conocer mejor la

epidemiologia de las mismas en nuestra poblacion.

JUSTIFICACION

El tener un diagndstico molecular de las Leucemias (linfoblastica y mieloblastica) es
indispensable para su clasificacion y por lo tanto para su tratamiento. Lo anterior
permitira que el grupo de pacientes que se clasifican como alto riesgo por no tener
el estudio citogenético sea tratado de acuerdo a su riesgo real o incluso ser enviado
a trasplante de médula ésea oportunamente. Finalmente el realizar una descripcion
adecuada de la epidemiologia molecular de las Leucemias nos permite comparar
nuestros resultados con los realizados a nivel internacional. Asi mismo podremos

realizar publicaciones de Leucemia en las cuales se exige el diagndstico molecular.

PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢, Cual es la frecuencia de alteraciones citogenéticas diagnosticadas por RT-PCR en

pacientes pediatricos con leucemia linfoblastica y mieloblastica aguda en el Instituto

Nacional de Pediatria?
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OBJETIVO GENERAL

Reportar la frecuencia de alteraciones citogenéticas diagnosticadas por RT-P
CR en pacientes pediatricos con leucemia linfoblastica y mieloblastica aguda en el

Instituto Nacional de Pediatria.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Describir la frecuencia de la translocacion t(1;11)(p32;923) en pacientes con
LA detectados por RT-PCR

e Describir la frecuencia de la translocacion t(1;11)(q21;923) en pacientes con
LA detectados por RT-PCR

e Describir la frecuencia de la translocacion t(1;19)(q923; p13) en pacientes con
LA detectados por RT-PCR

e Describir la frecuencia de la translocacién t(3;5) en pacientes con LA
detectados por RT-PCR

e Describir la frecuencia de la translocacién t(3;21) en pacientes con LA
detectados por RT-PCR

e Describir la frecuencia de la translocacion t(4;11)(q21;923) en pacientes con
LA detectados por RT-PCR

e Describir la frecuencia de la translocacién t(5;12) en pacientes con LA
detectados por RT-PCR

e Describir la frecuencia de la translocacién t(5;17) en pacientes con LA
detectados por RT-PCR

e Describir la frecuencia de la translocacién t(6;9)(p23;934) en pacientes con
LA detectados por RT-PCR

e Describir la frecuencia de la translocacién t(6;11) en pacientes con LA
detectados por RT-PCR

e Describir la frecuencia de la translocacion t(8;21)(q22;922) en pacientes con
LA detectados por RT-PCR
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Describir la frecuencia de la translocacion t(9;9) en pacientes con LA
detectados por RT-PCR

Describir la frecuencia de la translocacion 1(9;11)(p22;923) en pacientes con
LA detectados por RT-PCR

Describir la frecuencia de la translocacion t(9;12)(9p11-p12;p12) en
pacientes con LA detectados por RT-PCR

Describir la frecuencia de la translocacion t(9;22) en pacientes con LA
detectados por RT-PCR

Describir la frecuencia de la translocacién t(10;11)(p12;923) en pacientes con
LA detectados por RT-PCR

Describir la frecuencia de la translocacioén t(11;17)(g23;921) en pacientes con
LA detectados por RT-PCR

Describir la frecuencia de la translocacioén t(11;19)(923;913) en pacientes con
LA detectados por RT-PCR

Describir la frecuencia de la translocacién 11923

Describir la frecuencia de la translocacion t(12;21)(p12;922) en pacientes con
LA detectados por RT-PCR

Describir la frecuencia de la translocacion t(12;22) en pacientes con LA
detectados por RT-PCR

Describir la frecuencia de la translocacion t(15;17)(g22;q12) en pacientes con
LA detectados por RT-PCR

Describir la frecuencia de la translocacion t(16;21) en pacientes con LA
detectados por RT-PCR

Describir la frecuencia de la translocacion t(17;19) en pacientes con LA
detectados por RT-PCR

Describir la frecuencia de la translocacion t(X;11) en pacientes con LA
detectados por RT-PCR

Describir la frecuencia de la inversion del cromosoma 3(q21;926.2) en
pacientes con LA detectados por RT-PCR

Describir la frecuencia de la inversion del cromosoma 16(p12;922) en

pacientes con LA detectados por RT-PCR
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e Describir la frecuencia del rearreglo en la secuencia del gen TAL1 en

pacientes con LA detectado por RT-PCR.

METODOLOGIA

Tipo de estudio: estudio descriptivo, retrospectivo, retrolectivo, observacional y
transversal.

Poblacién objetivo: Nifilos menores de 18 afios con Leucemia linfoblastica y
mieloide aguda del Instituto Nacional de Pediatria

Poblacion elegible: Pacientes del Instituto Nacional de Pediatria del 1 de enero del
2005 al 30 de junio del 2015.

Criterios de seleccion:

Inclusion:

Todos los pacientes con Leucemia linfoblastica y mieloide agudas que hayan
ingresado en el Instituto Nacional de Pediatria y que estén registrados en el Archivo
Clinico con esos diagnésticos.

Menores de 18 afios al momento del diagndstico.

Expediente con la informacién necesaria.

No hay criterios de exclusion ni de eliminacién
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DESCRIPCION DE VARIABLES

VARIABLES

VARIABLE TIPO MEDICION DEFINICION
EDAD Cuantitativa En afios Numero de afos
continua del nacimiento al
momento del
diagnostico
GENERO Categorica Masculino
dicotomica Femenino
ALTERACIONES | Categorica t(10;11), t(11;19) Variaciones en la
CITOGENETICAS (923:p13.1). (1119) | gstructura, funcion
(923;p13.3), .
y comportamiento
t(1;11)(p32;923),
1(1:11)(q21:923) del material
t(9;11), t(3;21), genético (ADN)
t(15;17), inv(16),
1(9;22), t(6;11),
t(11;17), t(X;11),
t(1;19), t(17;19),
t(12 ;21), TALA,
t(8;21), 1(3;21),
t(16;21), t(4;11),
1(9:12), t(5;12),
1(12:22), 1(6;9), t(9;9),
t(3:5), t(5;17)
TIPO DE Categdrica Linfoblastica Serie celular
LEUCEMIA Dicotémica Aguda involucrada
Mieloide Aguda
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CONSIDERACIONES ETICAS

Con base en la declaracion de Helsinki, la Ley General de Salud y la Norma Oficial
Mexicana NOM- para la prevencion, tratamiento y control, la informacion que se
obtenga sera utilizada unica y exclusivamente para fines de la investigacién; asi
también, los datos que se recaben seran totalmente confidenciales y sin fines

lucrativos.

RECURSOS

Materiales

Hojas de recoleccion de datos

Lapices, boligrafos

Calculadora

Computadora

Office

Paquete estadisticos y para graficos, SPSS.
Revistas médicas

Libros de texto

RIMA, Medscape, Cochrane, JAMA
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RESULTADOS

Leucemia linfoblastica aguda

Se revisaron 385 expediente clasificados como leucemia linfoblastica aguda de los
cuales 80 se excluyeron por estar incompletos. 305 cumplieron con los criterios de
seleccion.

De los 305 pacientes seleccionados 180 (59.01%) son hombres y 125 (40.98%),

con una relacion hombre: mujer 1.4:1, como se observa en el grafico 1.

Sexo

B Masculino

B Femenino

Grafico 1. *Fuente: Archivo clinico del Instituto Nacional de Pediatria

El grupo mas frecuente de edad al diagndstico fue de 3 a 5 anos con 104 (34.09%)
pacientes, seguido del grupo de 6 a 8 afios con 72 (23.60%) pacientes. Siendo el

grupo de menor incidencia el de 15 a 17 afios con 23 (7.54%) pacientes (Tabla 1).
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Tabla 1. Grupo de edad en paciente con leucemia linfoblastica aguda

0-2 35 11.47
3-5 104 34.09
6-8 72 23.60
9-11 37 12.13
12 -14 34 11.14
15-17 23 7.54

Total 305 100%

*Fuente: Archivo clinico del Instituto Nacional de Pediatria

Del grupo de pacientes con LLA, se clasificaron como de Riesgo habitual (RH) a
103 (33.77%) pacientes y de Alto riesgo (AR) a 202 (66.22%) pacientes, como se

observa en la tabla 2.

Tabla 2.- Clasificacion por riesgo de leucemia aguda linfoblastica

Alto 202 66.22
Habitual 103 33.77
Total 305 100 %

*Fuente: Archivo clinico del Instituto Nacional de Pediatria

Del total del paciente se encontré que 283 (92.78%) fueron linaje B 'y 22 (7.21%)

linaje T, como se observa en la tabla 3.

Tabla 3. Linaje de leucemia linfoblastica aguda

B 283 92.78
T 22 7.21
Total 305 100 %

*Fuente: Archivo clinico del Instituto Nacional de Pediatria
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Con respecto al periodo de diagndstico en el afio 2011 se diagnosticaron 58 casos

de leucemia aguda linfoblastica (19.01%) seguido del afio 2010 con un total de 55

caso que corresponden al 18.03% y en el afio 2006 se registré el menor numero de

casos con un porcentaje de 0.65% (2 casos). En lo que respecta al afio en curso

(2015) se han reportado hasta el 30 de Junio de 2015 un total de 32 casos que

corresponde al 10.49%. Ver Tabla 4.

Tabla 4. Aio en que se realizo el diagnostico de LLA

2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011
2012
2013
2014
2015
Total

5
2
11
15
26
55
58
49
14
38
32
305

1.63
0.65
3.60
491
8.52
18.03
19.01
16.06
4.59
12.45
10.49
100 %

*Fuente: Archivo clinico del Instituto Nacional de Pediatria

Con respecto a la entidad federativa de la cual provienen los pacientes se encontré

que el origen mas frecuente de los pacientes fue del Distrito Federal con 143 casos,

en segundo lugar fue el Estado de México con 99 casos y el de menor frecuencia le

corresponde a Durango y Quintana Roo con un caso respectivamente. Ver tabla 5
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Tabla 5.- Ciudad de origen de los pacientes con LLA

Cd. México 143
Edo. México 99
Michoacan 7
Hidalgo 16
Oaxaca 7
Guanajuato 4
Morelos 6
Guerrero 3
Querétaro 3
Veracruz 6
Chiapas 3
Puebla 4
Tlaxcala 2
Durango 1
Quinta Roo 1
Total 305

*Fuente: Archivo clinico del Instituto Nacional de Pediatria
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FRECUENCIA DE ALTERACIONES GENETICAS DIAGNOSTICADAS POR RT-
PCR EN LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

De los 305 pacientes, 55 (18.03%) de ellos obtuvieron un resultado positivo a alguna
de las traslocaciones que se detectan por RT-PCR, mientras que 250 (81.97%)
obtuvieron un resultado negativo para alguna de estas traslocaciones.

Dentro del grupo de pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda la alteracion
citogenética mas comun en 19 de los pacientes (34.54%) fue t(12;21)(p13922),
seguida de t(9;22), con 15 pacientes (27.27%), en tercer lugar le corresponde a la
t(1;19) en 14 pacientes ( 25.45%), en cuarto lugar la t(4;11) en dos pacientes
(3.63%) el resto de las traslocaciones representaron el 1.81% como se observa

en el grafico 2.

Alteraciones citogenéticas
34.5%

20
18
16 27.2%
25.4%
14
12
10
8
6
4 3.63%
. 1.81% 1.81% 1.81% - 1.81% 1.81
Y S B & SO

(9;22) (12;21) (1;19) (TAL1) (9;11) (11;19) (411) (14;21) (4;12)

Gréafico 2. *Fuente: Archivo clinico del Instituto Nacional de Pediatria
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Leucemia Mieloblastica aguda

Se revisaron 127 expediente clasificados como leucemia mieloide aguda de los
cuales 30 se excluyeron por estar incompletos, 97 cumplieron con los criterios de
seleccion.

De los 97 pacientes seleccionados 54 (55.67%) son hombres y 43 (44.32%), con

una relacion hombre: mujer 1.25:1, como se observa en el grafico 1.

Sexo

B masculino

B femenino

Gréafico 1. *Fuente: Archivo clinico del Instituto Nacional de Pediatria

El grupo mas frecuente de edad al diagnéstico fue de 13 a 15 afos con 24 (24.74%)
pacientes, seguido del grupo de 10 a 12 afios con 22 (22.68%) pacientes. Siendo el
grupo de 16 a 18 afos con el menor numero de casos, 2 (2.06%) pacientes (Grafico
2).
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Grupos de Edad

H(1-3)
H(4-6)
m(7-9)
m(10-12)
m(13-15)
" (16-18)

Gréafico 2. *Fuente: Archivo clinico del Instituto Nacional de Pediatria

Con respecto a los subtipos de leucemia mieloblastica aguda se encontré que, el
subtipo M4 fue el de mayor presentacion con 31 casos (31.95%) seguido del subtipo
M3 con 21 casos (21.64%) en tercer lugar LMA M2 con 14 (14.43%) casos, en cuarto
lugar el subtipo M7 con 13 casos que representa el 13.40%, el subtipo M5 con 12
casos (12.37%) y por ultimo el subtipo M1 con 6 casos (6.18%). No se encontré
ningun caso de subtipos MO y M6. Ver tabla 1.

Tabla 1. Subtipos de leucemia mieloblastica aguda

MO 0 0

M1 6 6.18
M2 14 14.43
M3 21 21.64
M4 31 31.95
M5 12 12.37
M6 0 0

M7 13 13.40
TOTAL 97 100 %

*Fuente: Archivo clinico del Instituto Nacional de Pediatria
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Con respecto al periodo de diagndstico en el afio 2008 se diagnosticaron 16 casos
de leucemia aguda mieloblastica (16.49%) seguido del afio 2009 con un total de 15
casos que corresponden al 15.46% y en el afio 2014 se registré el menor numero
de casos con un porcentaje de 3.09% (3 casos). En lo que respecta al afio en curso
(2015) se han reportado hasta el 30 de Junio de 2015 un total de 2 casos que
corresponde al 2.06%. Ver Tabla 2.

Tabla 2. Aio en que se realiz6 el diagnostico de LMA

2005 6 6.18
2006 5 5.15
2007 11 11.34
2008 16 16.49
2009 15 15.46
2010 13 13.40
2011 9 9.27
2012 13 13.40
2013 4 412
2014 3 3.09
2015 2 2.06
Total 97 100 %

*Fuente: Archivo clinico del Instituto Nacional de Pediatria
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En cuanto a la entidad federativa de la cual provienen los pacientes se encontré que
el origen mas frecuente de los pacientes fue del Distrito Federal con 36 casos, en
segundo lugar fue el Estado de México con 35 casos y los de menor frecuencia con
el mismo numero de casos se encuentran Sonora, Tabasco, Puebla, Chihuahua y

Oaxaca. Ver tabla 3.

Tabla 3.- Ciudad de origen de los pacientes con LMA

Edo. México 35

w
(o))

Distrito Federal
Sonora
Tabasco
Chiapas
Hidalgo
Puebla
Veracruz
Guerrero
Tlaxcala
Chihuahua
Oaxaca

Morelos

W A R R NN AR NS R R

Guanajuato
Total 97

*Fuente: Archivo clinico del Instituto Nacional de Pediatria
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FRECUENCIA DE ALTERACIONES GENETICAS DIAGNOSTICADAS POR RT-
PCR EN LEUCEMIA MIELOBLASTICA AGUDA

De los 97 pacientes, 49 (50.51%) de ellos obtuvieron un resultado positivo a alguna
de las traslocaciones que se detectan por RT-PCR, mientras que el resto obtuvieron
un resultado negativo para alguna alteracion citogenética.

Dentro del grupo de pacientes con Leucemia mieloide aguda la alteracion
citogenética mas comun en 22 de los pacientes (44.89%) fue t(15;17), seguida de
t(8;21) con 9 pacientes (18.36%), en tercer lugar le corresponde a la Inv(16) en 6
pacientes ( 12.24%), en cuarto lugar la 1(9;22), t(9;11) en dos pacientes cada una
(6.12%). El resto de las traslocaciones representaron menos del 5% como se

observa en el grafico 3.

Alteraciones citogenéticas

25
44.8%

20

i)

0,
10 18.36%

12.24%

6.12% 0 6.12% 0
= l%.%w

(15:17) (9:22) (10:11) (8:21) (9:11) (6:9) (INV (8:16) (11:19)
16)

Ul

Grafico 3. *Fuente: Archivo clinico del Instituto Nacional de Pediatria
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DISCUSION

La descripcion de las alteraciones cromosdémicas asociadas especificamente a un
tipo de leucemia, ha permitido conocer en un periodo corto, el significado clinico de
muchos marcadores citogenéticos y, mas importante todavia, se ha constituido
como un paso previo a la deteccion y localizacién de los genes implicados en la

génesis tumoral.

En este protocolo de investigacion, se estudiaron pacientes con Leucemia aguda

linfoblastica y mieloblastica.

Con respecto a las leucemias mieloides y linfoides agudas, predominé el sexo
masculino sobre femenino siendo similar a lo reportado en la mayoria de la
literatura." Asi, la Leucemia Linfoblastica se encontré en un 75.87%, y la Leucemia
Mieloide en un 24.12%.

Algunos investigadores han considerado que estas alteraciones cromosdémicas son
un epifendmeno del proceso oncogenico sin relacion con su causa. Sin embargo,
este criterio cambido completamente, cuando mediante las técnicas de biologia
molecular, se puso en evidencia la existencia de genes especificos comprometidos
en las translocaciones cromosomicas presentes en la mayor parte de las leucemias

y que son activados por la traslocacion*?,

Existen diversos estudios realizados en varias partes del mundo durante la ultima
década que se han enfocado a analizar la frecuencia y los tipos de alteraciones a
nivel de genes y cromosomas de los pacientes con Leucemia aguda. Hye-Jin Kim
et al, describieron en un estudio realizado en 270 pacientes coreanos la frecuencia
de las alteraciones genéticas identificadas por RT-PCR (HemaVision), concluyendo
que la alteracion mas frecuente es la traslocacion t(12;21)(p13922) seguida de
t(8;21)(922922) y t(9;22)(q32911)*%. En nuestra estudio se revisaron las alteraciones

citogenéticas diagnosticadas por RT-PCR con un total de 402 expedientes de los
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cuales 305 pacientes se reportaron con Leucemia aguda linfoblastica y 55 de los
pacientes con LLA presentaron una alteracion genética, de estos la alteracién mas
frecuente fue la t(12;21)(p13922) y 1(9;22)(q34q11).Con respecto a leucemia
mieloide aguda se revisaron 97 expedientes de los cuales 49 presentaron una
alteracion citogenética siendo las mas frecuentes: t(15;17) y la t(8:21).

Existen otros estudios como el realizado por Vazquez y Ramirez en el Hospital
Universitario San Vicente de Paul de Medellin entre 1998 y 2001 donde se
analizaron las alteraciones cromosémicas en la médula 6sea de 44 nifios (entre un
mes y 14 afos) con LLA. El estudio revel6 que 17 pacientes (41.5%) presentaban
cariotipo normal y 24 (58.5%) lo tenian anormal; de estos ultimos 18 (75%) tenian
un mosaicismo cromosomico, 4 (16.7%) exhibian cariotipos hiperploides y 2 (8.3%)

presentaban otras alteraciones genéticas.**

En Costa Rica se realizé un estudio citogenético a pacientes con Leucemia,
referidos al Hospital Nacional de Nifios e incluy6é a 107 pacientes menores de 14
afnos. Las Leucemias agudas constituyeron el 98% de los casos, 70% LLA y 26%
LMA. Los hallazgos citogenéticos encontrados fueron principalmente alteraciones
numeéricas (trisomias 8, 19, 20, 21, y 22) asi como deleciones (cromosomas 5 y 6),

traslocaciones t(8;14) e inversiones (cromosoma 11).4°

Otro estudio llevado a cabo en el mismo hospital en 177 nifios con Leucemia
Linfoblastica Aguda de precursores B se observé una distribucion entre cariotipos
normales y aquellos con anormalidades cromosomicas de 29% y 71%
respectivamente. Las aberraciones encontradas fueron: t(4;11) en 3%, 1(9;22) en
3%, t(1;19) en 5%, hiperdiploides en 39% y otras aberraciones cromosdémicas en
21%.46

Lo que hemos observado es que la identificacién de alteraciones genéticas por
cariotipo asi como por citogenética se ve limitada por la pobre cantidad de
alteraciones a estudiar en cada muestra, lo cual nos limita al diagndstico de las

mismas, por el contrario, al realizar el analisis de las alteraciones citogenéticas
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mediante RT-PCR se incrementa el numero de alteraciones detectadas, se
disminuye tiempo de procesamiento y se podria clasificar con mayor precision a los

pacientes.

CONCLUSION

Con la realizacion de este estudio se puede concluir que en nuestra poblacién, la
Leucemia aguda linfoblastica es mas frecuente en pacientes del sexo masculino con
una relacion de 1.4:1, el rango de edad con mayor numero de casos de este tipo de
leucemia fue el de 3 a 5 afios de edad con 104 pacientes (34.09%). Con lo respecta
a la leucemia mieloide aguda se reportaron 97 también siendo en esta leucemia el
sexo masculino con una relacién hombre:mujer 1.25:1 , el rango de edad con mayor
numero de casos fue el de 13 a 15 afios con 24 (24.74%); los subtipos de leucemia
mieloide aguda el subtipo M4 fue el de mayor presentacion con 31 casos (31.95%)
seguido del subtipo M3 con 21 casos (21.64%) en tercer lugar LMA M2 con 14
(14.43%) casos, en cuarto lugar el subtipo M7 con 13 casos que representa el
13.40%, el subtipo M5 con 12 casos (12.37%) y por ultimo el subtipo M1 con 6 casos
(6.18%). No se encontrd ningun caso de subtipos MO y M6.

El estado de México y el Distrito Federal fueron las entidades federativas con mayor
numero de casos tratados tanto para leucemia linfoblastica aguda como leucemia
mieloide aguda en el Instituto Nacional de Pediatria.

Las alteraciones genéticas diagnosticadas por RT-PCR que se revisaron en este
estudio mas frecuentes en los pacientes con Leucemia linfoblastica aguda que
acudieron al Instituto Nacional de Pediatria fueron la t(12;21)(p13922) en 19 de los
pacientes (34.54%), seguida de 1(9;22), con 15 pacientes (27.27%), en tercer lugar
le correspondié a la t(1;19) en 14 pacientes (25.45%). Para leucemia mieloblastica
aguda la alteracion citogenética mas comun en 22 de los pacientes (44.89%) fue
t(15;17), seguida de t(8;21) con 9 pacientes (18.36%), en tercer lugar le corresponde
ala Inv(16) en 6 pacientes ( 12.24%).
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Asi mismo nos ha permitido la identificacién de alteraciones que se relacionan a un
mal pronodstico como lo es la traslocacidon t(11;19)(q23p13.3), siendo de gran
importancia su identificacion ya que en un futuro podria modificarse el tratamiento
de estos pacientes mejorando su respuesta al tratamiento y por lo tanto el prondstico
de los mismos.

La determinacion de las alteraciones genéticas mediante RT-PCR es una técnica
adecuada que nos permite identificar el mayor numero de alteraciones genéticas en
menor tiempo. El diagndstico citogenético de nuestros pacientes se precisa en un
mayor porcentaje logrando una mejor clasificacion en el riesgo que este presenta.
Estos diagnosticos y en un futuro la realizacion de enfermedad minima residual
permitira una correlacién a largo plazo con la respuesta al tratamiento, pronédstico y

supervivencia de cada paciente.

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Se inicié6 el proyecto en Abril del 2015 con la realizacion del protocolo de
investigacion, revision y actualizacion de la literatura. Se inici6 con la recoleccion de
datos de los expedientes de pacientes del Instituto Nacional de Pediatria en Julio
de 2015 concluyendo en Septiembre de 2015 con el andlisis de los datos

recolectados.
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ANEXOS

Anexo 1.- Hoja de recoleccion de datos

1.- Origen geografico.
Entidad federativa
2.- Fecha de nacimiento.

Dia , mes , ano

3.- Sexo: masculino Femenino

3.- Edad.

(1): 0a 1 ano, (2): 1.1 a2 anos, (3):2.1a3anos, (3):3.1a4anos, (4):4.1a5
afios, (5): 5.1 a6 anos, (6): 6.1 a7 afos, (7): 7.1 a8 afos, (8): 8.1 a9 anos,
(9): 9.1 a 10 afios, (10): 10.1 a 11 afios, (11): 11.1 a 12 afios, (12): 12.1a 13
afos, (13) 13.1 a 14 anos, (14) 14.1 a 15 afos, (15) 15.1 a 16 afios, (16) 16.1 a
17 anos, (17) 17.1 a 17.11 afos.

4.- Tipo de Leucemia:

LMA LLA_

Subtipos de LMA.

(1): MO; (2): M1; (3): M2; (4): M3; (5): M4; (6): M5, (7): M6; (8): M7.

5.- Alteracion genética
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Anexo 2.- Cronograma
Mar-15 Abril- May- Jun-15 Jul-15 Ago-15 Sept-15
15 15

Realizacion
de proyecto
de

investigacion

Recoleccion

de datos

Analisis de

los datos
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