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RESUMEN

Los marcadores moleculares en leucemias son fundamentales para el diagndstico, el
establecimiento de factores prondsticos y la determinacidon del tratamiento adecuado
para los pacientes; por tanto es obligado incluir los estudios de biologia molecular, para
que aunado a los de citomorfologia e inmunofenotipo, conformen el diagndstico
diferencial de estas neoplasias. Es de gran importancia implementar un panel de
marcadores moleculares que permita detectar oncogenes derivados de translocaciones
cromosomicas, genes derivados de cambios epigenéticos y de genes de resistencia a
drogas.

Se estandarizé un panel de marcadores moleculares que incluyeron 11 genes derivados de
translocaciones cromosdémicas BCR-ABL rompimiento mayor y menor, E2A-PBX1, AF4-
MLL, TEL-AML1, PML-RARa, AML1-ETO; los antigenos testiculares de cancer (ATC)
derivados de cambios epigenéticos NY-ESO1 y MAGE-A3 y genes de multidrogorresistencia
ABC-B1 y ABC-G2. Se incluyeron 74 pacientes con diagndstico de leucemia del Hospital
General de México (23 con LAL, 17 con LAM, 23 con LMCy 11 con LMC Subsecuentes); se
utilizaron leucocitos totales de médula ésea, a los cuales se les extrajo RNA para la
posterior sintesis de cDNA y RT-PCR para cada uno de los marcadores, asi como qRT-PCR
para los genes de resistencia multidrogas. En leucemia aguda linfobldstica (LAL) se
expresaron los biomarcadores BCR-ABL m en 17.4% (4/23); E2A-PBX1 4.3% (1/23); TEL-
AML1 4.3% (1/23), ABC-B1 sobreexpresado en 21.7% (5/23), ABC-B1 normal en 39.1%
(9/23); y ABC-G2 sobreexpresado en 4.3% (1/23), y de manera normal en 39.1% (9/23).
Los pacientes con leucemia aguda mieloblastica (LAM) expresaron PML-RARa
29.4%(5/17); ABC-B1 sobreexpresado en 23.5% (4/17), normal en 23.5% (4/17); y ABC-G2
normal en 35.3% (6/17). En leucemia mieloide crénica se encontré BCR ABL M en el 100%
(23/23), ABC-B1 sobreexpresado en 13% (3/23), normal en 13% (3/23); y ABC-G2
sobreexpresado en 8.7% (2/23), y normal en 39.1% (9/23). Finalmente en pacientes con
LMC subsecuentes (SUB), se hallé expresién de BCR-ABL M en 27.3% (3/11), ABC-B1
sobreexpresado en 27.3% (3/11) y normal en 36.4% (4/11); y ABC-G2 normal en 36.4%
(4/11).

La presencia de los transcritos de los genes quiméricos BCR-ABL menor, E2A-PBX1 y TEL-
AML1 en LAL; PML-RARa en LAM; y BCR-ABL mayor en LMC de novo y subsecuente; asi
como de los genes de resistencia multidrogas ABC-B1 y ABC-G2, confirman la importancia
del panel de marcadores moleculares en el fortalecimiento del diagnéstico, prondstico, de
la determinacién de blancos especificos para la terapia y en el seguimiento de dichos
padecimientos.
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1. MARCO TEORICO

1.1 HEMATOPOYESIS

La produccién de las células sanguineas o hematopoyesis es un proceso complejo a través del
cual las células troncales hematopoyéticas proliferan y se diferencian, dando lugar a los
distintos tipos de células circulantes (eritrocitos, granulocitos, linfocitos, monocitos vy
plaguetas). La hematopoyesis tiene lugar en la médula ésea (MO), en donde una intrincada
red de células estromales y sus productos, regulan cada una de las etapas que conducen a la
generacion de células primitivas, intermedias y maduras-2.

Figura 1. Hematopoyesis. Tomada de Bhullar; 2007.

Alteraciones en la hematopoyesis pueden conducir a situaciones de produccién deficiente y/o
sobreproduccidn de células hematopoyéticas, como las leucemias?.

1.2 LEUCEMIA

Las leucemias son neoplasias de las células hematopoyéticas que proliferan en la MO y se
diseminan a la sangre periférica (SP) e incluso a otros tejidos. Estas células muestran defectos
de maduracién y su acumulacion en la MO determina un frenado de la hematopoyesis normal,
a la que acaban sustituyendo, llegando a ser inmaduros la mayor parte de los elementos
sanguineos>.
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A su vez, estas patologias son un grupo heterogéneo de padecimientos que suponen
proliferacién desordenada de una clona de células hematopoyeticas. La falla de los
mecanismos de control de las células neoplasicas se debe a cambios en los genes reguladores,
lo que conduce a la sobreproduccion de células incapaces de madurar y funcionar
normalmente. Las células leucémicas maduran con lentitud y de manera incompleta; el
tiempo de su ciclo celular es prolongado y la mayoria de dichas células sobrevive mas que las
normales, sin cumplir con su misién ordinaria®.

1.2.1 Etiologia de las leucemias

Las leucemias son originadas por cambios tanto genéticos como epigenéticos>®’. Las
alteraciones genéticas dan como resultado una desregulacion de los perfiles de expresion
génica, dando lugar a la alteracidn de vias de sefializacidon que controlan la proliferacién y las
funciones celulares*. En adicion a las mutaciones del DNA y a las aberraciones cromosémicas;
se han evidenciado que mecanismos epigenéticos como metilacion de DNA o acetilacién de
histonas, tienen fuerte impacto en el mecanismo leucemogénico®. A su vez, se han descrito
diversos factores quimicos, fisicos y bioldgicos implicados en estas alteraciones y por tanto
causantes de leucemogénesis?; tales como la exposicién a benceno®, administracién de
quimioterapia como tratamiento de otras neoplasias®, radiaciones ionizantes?, exposicion a
UV, infecciones por virus de Epstein Barr'? y HTLV1®3; asi como alteraciones genéticas como
la presente en sindrome de Down'* y otras enfermedades hematoldgicas como sindromes
mielodispldsicos?®®.

1.2.2 Epidemiologia de las leucemias

La leucemia es la segunda enfermedad hematolégica mas frecuente en el mundo, solo
después del linfoma de Hodgkin; ocupa el lugar 11 entre las neoplasias de mayor incidencia a
nivel mundial y representa un 3.09% del total de los casos de cancer?®.

En México, en el afio 2008 la leucemia fue el cancer mas frecuente en con un 15.1% del total
de los tumores malignos; teniendo la tasa de mortalidad mas alta en pacientes del grupo de
edad de 0 a 29 afios?®.

Tabla 1. Tasa de mortalidad segun el tipo de tumor por grupos de edad en México.
Tomado de SINAIS/SINAVE/DGE/SALUD; 2011.

Tipo de tumor maligno Grupos de edad (afios)

0-14 15-29 30-59 >60

Estomago 0.01 0.29 4.56 42.3
Colon, recto y ano 0.01 0.29 3.44 30.08
Higado y vias biliares 0.14 0.14 2.87 44,11
Traque, bronquios, pulmén 0.01 0.19 3.58 60.19
Leucemia 2.55 2.49 2.93 13.23
Linfoma no Hodgkin 0.29 0.58 1.92 13.31
Cancer de mama 0.01 0.18 7.24 23.61
Cuello del utero 0.00 0.35 10.24 41.82
Ovario 0.05 0.31 4.03 17.98
Préstata 0.00 0.01 1.47 121.57

*Por cada 100,000 habitantes
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Segln la Agencia Internacional para la Investigacién en Céncer, en el afio 2012 en México
surgieron 6325 casos nuevos de leucemia. Las predicciones para el 2015 estiman que habra un
incremento de un 8.4% comparado con el afio 2012,

Tabla 2. Estimacidn de casos nuevos de leucemia en México en 2012 y 2015. Tomado de Globocan; 2012.

Numero estimado de nuevos

Ano casos (todas las edades) Masculino Femenino  Ambos sexos

2012 3363 2962 6325
Edad < 65 anos 2765 2447 5212
Edad > 65 afios 598 515 1113

2015 3566 3291 6857
Edad < 65 afios 2925 2704 5629
Edad > 65 afios 641 587 1228

En cuanto a la mortalidad, en 2012 se calculé que aproximadamente 67% del total de los
casos de leucemia fallecieron; para 2015 se estima que habra un total de 4640 muertes'’.

Tabla 3. Estimacion de defunciones por leucemia en México en 2012 y 2015. Tomado de Globocan; 2012.

Numero estimado de

Aho defunciones (todas las edades) Masculino Femenino  Ambos sexos

2012 2280 1984 4264
Edad < 65 afos 1649 1438 3087
Edad > 65 afios 631 546 1177

2015 2425 2215 4640
Edad < 65 afios 1748 1597 3345
Edad > 65 anos 677 618 1295

En el Servicio de Hematologia del Hospital General de México (HGM) se diagnosticaron 1890
casos de enfermedades onco-hematoldgicas del afio 2000 a 20051,

Tabla 4. Epidemiologia de las neoplasias onco-hematoldgicas en el HGM (2000-2005).
Tomada de Berrios, 2006.

2000 2001 2002 2003 2004 2005 Total
Todas 291 289 213 374 313 410 1890
LAL 58 53 61 94 82 87 435
LAM 36 52 28 51 58 63 289
LMC 27 25 15 39 24 19 149

Leucemias agudas

Leucemias crdnicas LLC 5 5 1 7 4 3 25
LCP 0 0 1 0 1 1 3

Linfomas LNH 104 96 57 105 82 161 605

LH 20 15 19 26 13 31 124

Mieloma multiple 29 32 14 21 26 25 146

SMD 13 13 18 24 26 20 114
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Se tuvieron un total de 901 casos nuevos de leucemia en el periodo del aino 2000 a 2005; en
donde se observd que la leucemia mas frecuente fue la leucemia aguda linfoblastica (LAL) con
435 casos y un promedio de 72 pacientes por afo; seguida de la leucemia aguda mielobl3stica
(LAM) con 289 casos y promedio de 48 pacientes por aio; la leucemia mieloide crénica (LMC)
contd con 149 casos y una media de 22 pacientes por afo; y el resto de los casos
correspondieron a 25 casos de leucemia linfocitica crénica y 3 casos de tricoleucemia®.

En el laboratorio de biologia molecular, en el periodo comprendido del afio 2009 a 2013 se
recibieron un total de 468 muestras de LAL, 134 de LAM y 281 de LMC (de novo), dando un
total de 883 muestras en dicho lapso de tiempo. Determinando que la leucemia que mas se
envia para el estudio molecular es la aguda linfoblastica, seguida de la mieloide crénica y por
ultimo la LAM.

Tabla 5. Muestras recibidas en el laboratorio de biologia molecular del HGM (2009 - 2013).

2009 2010 2011 2012 2013 Total

LAL 66 77 122 104 99 468
LAM 51 41 22 14 6 134
LMC 56 44 61 61 59 281
Total 173 162 205 179 164 883

1.3 LEUCEMIA AGUDA LINFOBLASTICA (LAL)

La leucemia aguda linfoblastica (LAL) es una neoplasia maligna que se caracteriza por la
proliferacién descontrolada de células linfoides inmaduras. Su expresién clinica es variable, ya
gue se reconocen subtipos de acuerdo a sus caracteristicas clinicas, bioldgicas, moleculares y
prondsticas. A nivel mundial tiene una incidencia entre 4-5 casos por 100,000 habitantes entre
los 2 y 4 anos de edad, disminuye durante la adolescencia y adultez, para hacer un pico
después de los 50 afios??, dato distinto a lo presentado en el HGM, en donde la edad media al
diagndstico es de 38 afios de edad.

1.3.1 Clasificacion de la leucemia aguda linfoblastica
1.3.1.1 Citomorfoldgica

De acuerdo a la clasificacién Franco-Americana-Britanica (FAB), morfolégicamente la LAL
presenta tres variantes: L-1, L-2 y L-3. La diferencia entre un grupo y otro se basa en el
tamafio, el grado de maduracidn del nucleo y la presencia de nucléolos y vacuolas®.

Tabla 6. Clasificacion morfoldgica (FAB) de la LAL. Tomada de Bennett, et al; 1976.

Leucemia aguda linfoblastica (LAL)
LAL- L1: linfoblastica “tipica”
LAL-L2: linfoblastica “atipica”

LAL-L3: parecida al linfoma de Burkitt
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Figura 2. Morfologia tipica de leucemia aguda linfoblastica. A) Leucemia aguda linfoblastica-L1;
B) Leucemia aguda linfoblastica-L2; C) Leucemia aguda linfoblastica-L3. Tomada de Ruiz, 1994.

1.3.1.2 Inmunoldgica

En términos inmunoldgicos se reconocen subgrupos de LAL, basadas fundamentalmente en la
presencia de marcadores de superficie de linaje B o Ty de acuerdo al grado de maduracién de
las células leucémicas??.

LAL de linaje B

e Pro-B HLA-DR+, TdT+, CD19+, CD22+.

e Pre-B comun (CALLA) HLA-DR+, TdT+, CD19+, CD22+, CD10+.

e PreB HLA-DR+, TdT+, CD19+, CD22+, CD10+4, clgM+.

e B madura HLA-DR+, TdT+, CD19+, CD22+, CD10+, clgM’+, migM+.
LAL de linaje T

e T-Temprana: cCD3+, CD7+, CD5+.

e T-Cortical: CD5+, CD2+, CD3+, CD1+.

e T-Madura: cCD3+, CD5+, CD2+, CD3+.

1.3.1.3 Organizacion mundial de la salud (OMS)

La clasificacién mas actual es la proporcionada por la OMS, en donde, a parte de tomar en
cuenta la clasificacion morfoldgica, ha incorporado anormalidades citogenéticas, las cuales
permiten pronosticar la respuesta al tratamiento y elegir con mayor certeza los farmacos que
deben prescribirse en cada caso??; sin embargo, en México la mayoria de los diagndsticos y las
elecciones del tratamiento se basan en el criterio morfoldgico solamente.
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Tabla 7. Clasificacion OMS de la leucemia aguda linfoblastica. Tomada de Vardiman, et al; 2009.

1) LAL de células precursoras-B
Anormalidades citogenéticas
1. 1(9;22)(934,q11), BCR/ABL
t(v;11923); re-arreglos de MLL
t(1;19)(q23;p13); E2A/PBX1
t(12;21)(p13;q22); TEL/AML1
Hipodiploidias
Hiperdiploidias, >50 cromosomas
2) LAL de células precursoras-T
3) LAL de células B-maduras/ linfoma de Burkitt

o @i o> &9 [

1.3.2 Diagnéstico de la leucemia aguda linfoblastica

Para realizar el diagndstico de estas neoplasias, es necesaria la integracion de los aspectos
clinicos con los datos de laboratorio como biometria hemadtica, andlisis citomorfolégico de
MO, inmunofenotipo y biologia molecular para conformar el diagndstico diferencial de estas
entidades?3.

Se suele sospechar de la presencia de una LAL por la evidencia clinica de signos y sintomas
como dolor éseo, sindrome anémico (palidez, taquicardia, astenia, fatiga), organomegalias
(hepatoesplenomegalia); en conjunto con una biometria hemadtica que evidencia
pancitopenia, bicitopenia, o leucocitosis, y blastos de linaje linfoide; asi como anemia y
trombocitopenia. El estudio de MO es necesario para la determinacién de la clasificacion
morfolégica y requiere un minimo de 20% de linfoblastos para establecer el probable
diagndstico®®.

Un aspecto importante es la clasificacion con marcadores inmunoldgicos, citogenéticos y
moleculares; con los cuales se logra caracterizar la naturaleza de la clona leucémica,
determinando el origen de la célula afectada (B o T), asi como su grado de maduracion,
mediante el inmunofenotipo?®.

El diagndstico es complementado con la realizacidon de pruebas genéticas y moleculares para
la detecciéon de marcadores que estratifiguen al paciente en un grupo de riesgo y que
permitan la eleccion del tratamiento ideal. Con dichas pruebas se puede determinar también
el prondstico, y el seguimiento del paciente?®. En los paises en vias de desarrollo como
México, estos estudios no estan al alcance de todos los centros de salud publica.

1.3.3 Alteraciones citogenéticas en la leucemia aguda linfoblastica

Los pacientes con LAL pueden presentar anormalidades citogenéticas tanto numéricas como
estructurales, pudiendo encontrar casos con hipodiploidia (<46 cromosomas), hiperdiploidia
(>46 cromosomas), trisomias, tetraploidias y translocaciones balanceadas?®.

De acuerdo a la OMS, las alteraciones estructurales mas frecuentes en los pacientes con LAL
son las translocaciones t(9;22)(g34;q11) (BCR-ABL); t(12;21)(p12;q22) (TEL-AML1); t(1;19)
(E2A-PBX1); y los re-arreglos en el gen MLL (mixed lineage Leukemia) como Ia
t(4;11)(q21;023)%.
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1.3.3.1t(9;22)(g34;911), BCR-ABL rompimiento menor

La translocacién cromosdmica (9;22) o Cromosoma Philadelphia (CrPh+) se presenta en 25 al
30% de los pacientes adultos con LAL, esta translocacion es el producto del intercambio de
material genético entre los brazos largos del cromosoma 9 regién q34 (gen ABL) y del
cromosoma 22 region g11 (BCR). A través de la translocacion (9;22) se pueden formar varias
proteinas quiméricas, dependiendo del punto de rompimiento que se encuentre involucrado.
En las leucemias agudas linfoblasticas CrPh+ el punto de ruptura del cromosoma 22 se
encuentra en una region de 10.8 Kb denominada punto de ruptura menor (BCR-ABL m)?’.

El resultado de la transcripcién de este gen quimérico BCR-ABL m es un mRNA que en mas del
95% de los casos de LAL CrPh+ tiene como sitio de unién al exdn 1 del gen BCR y al exdn 2 del
gen ABL, que tiene por nombre “e1a2”?’.

m-ber: BCR-ABL p190 relative
type BCR(22q11) ABL (9q34) frequency
et-a2$ 1 | 2 3 4 3>95%
1767 227 401 697
100 bp

Figura 3. Representacién esquematica del transcrito BCR-ABL m. Tomada de Gabert, et al; 2003.

Este transcrito codifica para una proteina tirosin cinasa activa de 190 KDa, llamada p1908¢R-AB
que posee actividad considerablemente aumentada con respecto a la tirosin cinasa fisiolégica
codificada por el gen ABL de 145 KDa; esta proteina quimérica es capaz de estimular de
manera anormal la proliferacion celular?®.

La proteina 190 BCR-ABL es fundamental para la expansién de la clona leucémica; asi como
para el desarrollo de la enfermedad. Esta proteina tiene la capacidad de activar diversas rutas
de sefializacién celular implicadas en el ciclo celular y en proliferacidon, como RAS; asi también
modifica las propiedades de adhesidn de las células leucémicas de la MO, lo que conlleva a
que estas sean liberadas a la circulacién sanguinea?.

La t(9;22) es identificable mediante estudios citogenéticos convencionales hasta en un 95% de
los casos positivos, sin embargo, los casos en los que el cariotipo no es suficiente para la
deteccidn, requiere del empleo de técnicas de biologia molecular mas sensibles y especificas
como PCR para la deteccién de la translocacidon, o RT-PCR para la deteccidn del transcrito
quimérico?®.

La deteccidén de la translocacidn (9;22) es de suma importancia para la determinaciéon de
factores prondsticos; asi como para el conocimiento de la biologia de la clona leucémica
afectada, permitiendo disefiar una estrategia terapéutica especifica para el tratamiento de
esta clase de LAL, usando inhibidores de la proteina quimérica p1908fF4B. como Imatinib; y
que el éxito terapéutico se refleje en mayores tasas de remision y de sobrevida global de los
pacientes®,
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1.3.3.2 t(12;21)(p13;q22), TEL-AML1

La translocacién cromosdmicas t(12;21)(p13;922), es la anormalidad cromosémica estructural
mas comun en leucemias pedidtricas, encontrandose en aproximadamente 25% de los casos
de leucemia aguda linfoblastica pre-B, se encuentra presente en considerablemente menor
proporcion en los casos de LAL del adulto (3%)?’.

Dicha translocacién es el producto del intercambio de material genético entre el brazo corto
del cromosoma 12 regidn p13 (gen TEL) y el brazo largo del cromosoma 21 regién q22 (gen
AML1). Los sitios de punto de corte para que se lleva a cabo dicha translocacién, se
encuentran localizados a lo largo del intrén 5 del gen TELy en el intrén 1 del gen AML13L.

El resultado de la transcripcidn de este gen de fusidn TEL-AML1 es un mRNA que dependiente
del “splicing”, puede formar transcritos que comprendan la regién del exén 5 de TEL y los
exones 2 0 3 de AML1%.

TEL (12p13) AMLT (21g22)
$a 5 [2 3 4 5 [e<
/\

488 1033503 542 796 953 1058
S4 5 3 4 5 |6
—
100 bp

Figura 4. Representacion esquematica de los transcritos TEL-AML1. Tomada de Gabert, et al; 2003.

El gen TEL o ETV6 codifica para un factor de transcripcidon de la familia ETS; el cual contiene
dos dominios funcionales, el dominio del extremo amino-terminal que esta involucrado en la
interaccion proteina-proteina consigo mismo y otras proteinas, y el dominio carboxilo-
terminal que tiene la funcién de unién al DNA3,

El gen AML1 o RUNX1, codifica para la subunidad alfa del Core binding factor (CBF), que es un
factor de transcripcion que une a diversos elementos del “core” con sus respectivos
promotores, los cuales se encuentran involucrados en el desarrollo hematopoyético3.

AML1 puede funcionar como represor transcripcional debido a su unién con co-represores,
descontrolando la expresién de genes mediado por histonas desacetilasas (HDAC)3?.

La proteina de fusién TEL-AML1 también llamada ETV6-RUNX1, generalmente reprime la
actividad de genes especificos requeridos para la hematopoyesis y es antagonista de la
activacion de genes dependientes de AML13%,

Se ha demostrado que la actividad transcripcional de TEL-AML1 implica el reclutamiento del
complejo co-represor del receptor nuclear (N-Cor)/HDAC que se une a TEL. La dimerizacion y
oligomerizacién de AML1-RUNT favorecido por el extremo amino-terminal de TEL podrian
permitir una mayor afinidad en la unién de AML1 a multiples sitios de DNA, antagonizando de
esta manera la acciéon normal de AML1, mediante su represion constitutiva3!.
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La t(12;21)(p13;922) no es identificable mediante las técnicas convencionales de cariotipo, es
decir, su deteccidn es por FISH o por biologia molecular mediante PCR para la deteccidn de la
translocacion, o RT-PCR para la deteccidn del transcrito quimérico3?.

La importancia de la deteccién de la t(12;21)(p13;922) radica en la determinacién de factores
prondsticos, especialmente en las LAL de la infancia, que determina buen pronéstico reflejado
en altas tasas de remisién y sobrevida global prolongada; asi también en la eleccién del
tratamiento es importante3'32,

1.3.3.3 t(1;19)(q23;p13.3), E2A-PBX1.

La translocacidon cromosémica t(1;19)(g23;p13.3), se encuentra presente en 2 a 3% de los
pacientes adultos con LAL, y en 25% del total de los casos de LAL con fenotipo pre-B; dicha
translocacion es producto del intercambio de la fraccion cromosémica del brazo largo del
cromosoma 1 region q23 (gen E2A) y la fraccidon del brazo corto del cromosoma 19 region ql11
(gen PBX1)?.

El transcrito del gen E2A-PBX1 estd conformado por la union del exdn 13 del gen E2A y el exdn
2 de PBX1, pudiendo encontrar dos variantes que difieren en una secuencia de 27 pb una de
otra. Este mRNA tiene como producto a la proteina quimérica E2A-PBX1, la cual combina los
dominios de transactivacion de E2A con la regién del dominio de unién a DNA de la proteina
PBX1%.

E2A (19p13) PBX1(1g23)
2 13 ' 2 3
LN
1518 388
2 13 i 2 3
Lors

100 bp
Figura 5. Representacion esquematica de los transcritos E2A-PBX1. Tomada de Gabert, et al; 2003.

El gen E2A codifica para miembros de la familia de proteinas E (clase I) de los factores de
transcripcidon “basic hélix-loop-helix” (bHLH). Las proteinas E son un familia de factores de
transcripcién implicados en procesos de desarrollo de células linaje-especifico, cuyo rol ha
sido particularmente caracterizado en linfopoyesis. Estos miembros contienen un dominio
bHLH responsable de la unidn a secuencias especificas de DNA; asi como también contienen
dos dominios AD1 y AD2, que pueden funcionar independientemente o cooperativamente
para la regulacién de la transcripcion de genes especificos como CREB, c-Myb y p53, mediante
el reclutamiento de co-activadores o co-represores transcripcionales indispensable para la
diferenciaciéon de los progenitores linfoides-B a través de la activacion de multiples genes,
entre los que destacan EBF33.

La proteina quimérica E2A-PBX1, incluye la regidon amino-terminal de E2A que contiene a los
dominios AD1 y AD2, fusionada con la mayor parte de la proteina PBX1, que incluye la region
carboxilo-terminal que funge como dominio de unién a DNA33,

Los mecanismos moleculares exactos por los cuales E2A-PBX1 contribuyen a la
leucemogénesis son desconocidos aun; aunque la literatura propone como posible
mecanismo, el reclutamiento de co-reguladores de transcripciéon para genes blanco, que se
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unen directamente a los dominios de E2A-PBX1, concretamente al dominio AD1, que
interactla con complejos de histona acetilasa como CBP/300, dicha interaccidn es requerida
para la inmortalizacién de la célula iniciadora de leucemia, mediando de esta manera la
oncogénesis®.

Se puede hallar la presencia de la t(1;19)(g23;p13.3), mediante técnicas citogenéticas y de
biologia molecular; y su determinacidn coloca al paciente en un grupo de riesgo estandar?>.

1.3.3.4 t(4;11)(q21;923) AF4-MLL1

Translocaciones que involucran el gen “mixed lineage Leukemia” (MLL) del cromosoma 11 se
encuentra en diversas patologias hematoldgicas, como LAM, LAL-preB, LAL de linaje T y
sindromes mielodisplasicos. Los re-arreglos del gen MLL se pueden presentar en la mayoria de
las leucemias infantiles y en leucemias secundarias al tratamiento con inhibidores de la
topoisomerasa3.

Los pacientes diagnosticados con LAL acompafiada de un re-arreglo en MLL tienen una
respuesta pobre al tratamiento con los regimenes de quimioterapia convencionales y tienen
un prondstico desfavorable con una sobrevida global menor del 50%3*.

El mecanismo fisiopatolégico mediantes el cual las translocaciones en MLL causan leucemia
no estdn caracterizados por completo. Perfiles de expresién génica en LAL y LAM con re-
arreglos en MLL demuestran un patrén de expresién de genes caracteristico, probablemente
guiado por programas de metilacién de histonas3*.

Mas de 70 genes han sido identificados como participantes en translocaciones con MLL en
leucemia, sin embargo, el mas cominmente encontrado esen combinacion con AF4; dando
lugar a la t(4;11)(921;923), la cual se presenta en 3 a 7% de los casos de LAL del adulto. La
transcripcién del gen quimérico AF4-MLL puede dar origen a 6 variedades de transcritos del
gen34,

trequency
mfants non-

type MLL {(11923) AF4 (4ag21) infants
e9-e5S 8 s} { 5 Isl7zl8e] 9 < <10% 18%
4()'13 44)'36 !5'()4 15'0" i&lsﬁ 1'738
es-ea 3 8 | {a] s Je[7 8] s < rare 2s%
T 1 L | g e o |
1459
e10-e53 8 Js] 10 }---eee [ 5 Jel7]8] 9 < <10°% <s5%
i i 1 L
<013 <4067 |28 ’5’()4 1597 1683 1738
c10-e4S 8 J]e] 10 }-— J=2] s Je]l7]s8] s == 182 39%
i I 1 I B PR |
el1-e5S ) I ] 0 | 1 ] 5 |s]7]|8] 8 < <10% rare
i
T 5 S | B R TR
e11-e4S s sl 1 | 11 J=«] s JeJ]7]8e] o < s5% <5%
i i 1 i E 0 =Bl

100 bp
Figura 6. Representacion esquematica de los transcritos AF4-MLL1. Tomada de Gabert, et al; 2003.

Las proteinas resultantes de la fusion de MLL fuerzan el sobreexpresion de HOXA9 y MEIS1. La
sobreexpresién de genes HOX como HOXA9 y el cofactor de HOX “MEIS1” han sido hallados en
hematopatologias como LAL y LAM. HOX9 y MEIS1 son expresados normalmente en linajes
hematopoyéticos tempranos, se hallan en niveles indetectables durante el estadio de
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diferenciacién; por lo tanto, la sobreexpresion de HOXA9 en LAL induce la expansién de las
células neopldsicas y esto estd asociado con un mal prondstico en esta patologia®®.

Se puede hallar la presencia de la t(4;11)(g21;923) mediante técnicas citogenéticas y de
biologia molecular; y su determinacidn coloca al paciente en un grupo de riesgo elevado
debido a la alta tasa de recaidas que presentan los pacientes con la identificacién de esta
translocacion al diagndstico3

1.3.4 Factores prondsticos en la leucemia aguda linfoblastica

La estimacion del grupo de riesgo esta fundamentada en datos clinico-patolégicos como edad,
el nimero de leucocitos al diagndstico, marcadores de superficie de la clona leucémica y de
los hallazgos citogenéticos y moleculares?!.

Para las LAL, los casos de mejor prondstico son aquellos de pacientes jovenes, sin
organomegalias ni infiltracién al SNC, con hiperdiploidia, trisomia 4, 10, 17 o 21 y la
translocacion 12;21 (TEL-AML1), con subtipo pre-B. Los pacientes que carecen de alguno de
los datos anteriores deben considerarse de riesgo alto, en especial si se detecta leucocitosis
mayor a 30,000 células/uL, lo que aumenta la probabilidad de sufrir sindrome de lisis tumoral
post quimioterapia; al igual que si se identifican hipodiploidias o las translocaciones 9;22 (BCR-
ABL) o reodenamientos del gen MLL, acrecentando la posibilidad de recaidas tempranas?..

Tabla 8. Factores de riesgo en la leucemia linfoblastica aguda. Tomada y modificada de Jaime et al; 2012.

Factor de riesgo Pronéstico favorable Pronéstico desfavorable
Edad < 50 afios > 50 afios
Hepatoesplenomegalia Ausente Masiva
Leucocitos al diagnoéstico <30,000 >30,000
Tipo morfolégico FAB L1 L2
R ta alainducciénal L. -
espuesta afa incuccion afa Sin blastos periféricos Con blastos periféricos
semana 4
Estado del SNC Sin infiltracion Infiltracidn
Hi iSloidia tri (254 1 ,
Citogenética Toarel? 0|d|a,2t1r|som|as /10, Hipodiploidia, t(9;22), t(4;11)
. TEL/AML1, E2A-PBX1 (riesgo BCR-ABL, Reordenamiento del
Genética molecular [
estandar) gen MLL
Inmunofenotipo Precursor de células B Hraauser elh @aiies 1, kA el

células B maduras

Otro factor prondstico es la velocidad de respuesta al tratamiento; si se integra una respuesta
completa a las 4 semanas, se considera un dato mas de buen prondstico; por el contrario, la
falta de respuesta implica mal prondstico??.
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1.3.5 Tratamiento de la leucemia aguda linfoblastica

En general, el tratamiento de la LAL se divide en cuatro etapas: la induccién a la remisién,
profilaxis del sistema nervioso central (SNC), intensificacion pos-induccidon y mantenimiento
de erradicacion. En condiciones éptimas, la curacién puede lograrse en 80% de los nifios y
hasta en 40% de los adultos?.

En el Hospital General de México, se tiene un protocolo de tratamiento llamado “HGMLALQ7”,
qgue cuenta con un pre-tratamiento con esteroides, seguido del esquema de induccién a la
remisiéon con vincristina, esteroides y antraciclinas; consolidacion con metotrexato, vy
mantenimiento por dos afos con esteroides y vincristina; la profilaxis al SNC se realiza con
quimioterapia intratecal durante la induccién, y metotrexato en la consolidacién3®.

Tabla 9. Protocolo institucional del HGM para el tratamiento de LAL. Tomada de Ramos, et al; 2011.

Via de Dias de

Esquema HGMLALO? Dosis . . ‘. . .
administracion  administracion

Induccion a la remision (Fase 1)

Daunorrubicina 60 mg/ m2 1\ 1,8,15
Vincristina 1,5 mg/m2 Y 1,8, 15,22
Prednisona 60 mg/m2 v 1-28
Citarabina 40 mg IT 1,8,15, 22

Dexametasona 8 mg IT 1,8, 15,22

Metotrexato 15 mg IT 1,8, 15,22
Induccién a la remisién (Fase I1)
Ciclofosfamida 650 mg/m?2 \Y] 1,8
Citarabina 65 mg/m?2 v 1-4,8-11
6- mercaptopurina 50 mg/m2 VO 1-15
Consolidacion |
Metotrexato 1,5 gr/m2 IM, IT 1,15,45

Intensificacion

Doxorrubicina 30 mg/m2 v 1,8,15
Vincristina 1,5 mg/m2 \Y 1,8,15,22
Prednisona 60 mg/m?2 VO 1-28

Consolidacion Il
Etopdsido 100 mg/m2 \Y 1-5, 28-32
Citarabina 75 mg/m2 Y] 1-5, 28-32

Mantenimiento (2 aiios)
6-mercaptopurina 50 mg/m2 VO Lunes- viernes
Metotrexato 50 mg IM Semanal

*IV= Intravenoso, *IM= Intramuscular, *IT= Intratecal, *VO= Via oral

1.4 LEUCEMIA AGUDA MIELOBLASTICA (LAM)

La leucemia aguda mielobldastica (LAM) es un grupo heterogéneo de leucemias que proceden
de las lineas precursoras de las células mieloides, eritroides, megacariociticas y monociticas.
Estas resultan de la transformacion clonal de precursores hematopoyéticos, a través de la
arreglos cromosémicos y multiples mutaciones genéticas; las cuales proveen a la clona
neoplasica ventajas de proliferacién y supervivencia sobre las células hematopoyéticas
normales, lo que conduce a la inhibicidn y sustitucidn de la hematopoyesis normal®’.
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Esta leucemia representa 80% de los casos de leucemia aguda en los adultos y de 15 a 20% de
las diagnosticadas en nifios. En otros casos se presenta como complicacién en individuos que
sufren mielodisplasia. La mediana de la edad al diagndstico es de 68 afios?'.

1.4.1 Clasificacion de la leucemia aguda mieloblastica

1.4.1.1 Morfolégica

La clasificacion FAB divide a las LAM en ocho subtipos que comprenden de la variedad MO a la
M7, segun la estirpe celular de la cual la leucemia se desarrolla y cudn maduras son%.

Tabla 10. Clasificacion morfolégica (FAB) de la LAM. Tomada de Bennett, et al; 1976.

Leucemia aguda mieloblastica (LAM)
MO: Leucemia mielobldstica aguda indiferenciada
M1: Leucemia mielobldstica aguda con maduracién minima
M2: Leucemia mielobldastica aguda con maduracion
M3 Leucemia promielocitica aguda (APL)
M4: Leucemia mielomonoblastica aguda
M4eos: Leucemia mielomonobldstica aguda con eosinofilia
M5: Leucemia monocitica aguda
M6: Leucemia eritroide aguda
M7: Leucemia megacarioblastica aguda
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Figura 7. Morfologia tipica de leucemia aguda mieloblastica. A) Leucemia aguda mieloblastica-MO;
B) Leucemia aguda mieloblastica-M1; C) Leucemia aguda mieloblastica-M2; D) Leucemia aguda
mielobldstica-M3; E) Leucemia aguda mieloblastica-M4; F) Leucemia aguda mieloblastica-M5; G) Leucemia
aguda mieloblastica-M6; Leucemia aguda mieloblastica-M7. Tomada de Ruiz; 1994.

1.4.1.2 Organizacién mundial de la salud (OMS)

La OMS ha complementado la clasificacion propuesta por la FAB con anormalidades
citogenéticas para dar lugar a la clasificacion mds actual, la cual en México
desafortunadamente no es la mas utilizada, ya que en la practica clinica el diagndstico, asi
como la determinacién de factores prondsticos y la eleccién del tratamiento se llevan a cabo
tomando en cuenta la clasificacion morfoldgica la cual no toma en consideracién muchos de
los factores que hoy en dia se sabe afectan el prondstico??.

Tabla 11. Clasificacion OMS de LAM. Tomada de Vardiman, et al; 2009.

1) LAM con anomalias citogenéticas recurrentes:
LAM con t(8;21) (922;922), (AML1/ETO)
LAM con Inv (16) (p13;G22), (CBFb/MYH11)
APL (LAM con t(15;17) (q22;921), (PML/RARa y variantes)
2) LAM con displasia multilinaje:
Con sindrome mielodispldsico previo
Sin sindrome mielodisplasico previo
3) LAM y sindromes mielodisplasicos relacionados con tratamientos previos:
Relacionados con agentes alquilantes
Relacionados con inhibidor de la topoisomerasa |l
4) LAM sin otra especificacion:
LAM sin maduracién
LAM minimamente diferenciada
LAM con maduracién
Leucemia mielomonocitica aguda
Leucemia aguda monocitica/monoblastica
Leucemia aguda eritroide (eritroide/mieloide), eritroleucemia y puro)
Leucemia aguda megacarioblastica
Leucemia aguda basdfila
Panmielosis aguda con mielofibrosis
Sarcoma mieloide
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1.4.2 Diagnéstico de la leucemia aguda mieloblastica

El diagnéstico de LAM se lleva a cabo mediante la integracién de datos clinico patoldgicos con
la bateria de pruebas de laboratorio (biometria hematica, citomorfologia de MO,
inmunofenotipo, citogenética y biologia molecular) ?*

La sospecha de la presencia de esta neoplasia se da inicialmente por la presencia de blastos
con cuerpos de Aler en SP, los cuales son caracteristicos de la LAM, casi siempre de la M3. Sin
embargo, siempre es necesario efectuar un estudio del aspirado de la MO para conocer el
linaje celular afectado, el cual debe complementarse con el resultado de la citometria de flujo
que exhiba marcadores de superficie caracteristicos de células inmaduras (CD34+) vy
marcadores de linaje mieloide segln su origen (CD13 y CD33, por ejemplo), la realizacién de
cariotipo puede evidenciar o no anormalidades citogenéticas como monosomias y deleciones
(cominmente de los cromosomas 5 y 7), translocaciones cromosémicas como t(15;17),
1(8;21), e inversiones de los cromosomas 3 (Inv 3) y 16 (Inv 16); el analisis de biologia
molecular identifica presencia y/o expresion de los genes quiméricos PML-RARa, AML1-ETO y
CBFB-MYH11; con el objetivo de definir con exactitud el subtipo de leucemia mieloblastica al
que se enfrenta?®. La suma de estos estudios con los hallazgos clinicos, construye el
diagndstico diferencial correcto de LAM en mas de 95% de los casos??.

1.4.3 Alteraciones citogenéticas en la leucemia aguda mieloblastica

De acuerdo a la clasificacion de la OMS, las anormalidades citogenéticas con mayor frecuencia
y significado en la LAM, son las translocaciones (15:17)(g21;922) de la LAM-M3, la
translocacion (8;21)(q22;922) de la LAM-M2; la translocacion (9;11) (922;923) (menos
frecuente), ademas de la inversidon del cromosoma 16 (Inv16) presente en LAM-M422, La
deteccidn de estas alteraciones permite establecer el diagndstico, la variedad de la leucemia,
y es la principal herramienta en el seguimiento de los pacientes, identificando la enfermedad
minima residual una vez lograda la remision del padecimiento®.

Las translocaciones (15;17), (8;21), y la Inv 16 se relacionan con un mejor prondstico, con una
mayor probabilidad de lograr la remisidn y una supervivencia mas prolongada. Las decisiones
terapéuticas practicas mas importantes en la LAM dependen de la clasificacién citogenética y
molecular?!.

1.4.3.1 t(15;17)(922;G21), PML-RARa

Los dos genes fusionados en la t(15;17), son PML localizado en el brazo largo del cromosoma
15y el receptor del 4cido retinoico o (RARa) en el brazo largo del cromosoma 17%’.
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fusion
Figura 8. Representacion esquematica de la t(15;17). Tomada de O'Donnell, et al; 2012.

Los puntos de corte en RARA siempre ocurren en el intrén 2 de dicho gen y tiene 17kb de
longitud. En contraste, PML puede presentar tres regiones de corte involucrados en la
t(15;17): intrén 6 (bcrl; 55% de los casos), exén 6 (bcr2; 5%) y en el intron 3 (bcr3; 40%).
Como consecuencia hay tres posibles isoformas de PML-RARA, referidas como “larga” (L o
berl), variante (V o ber2) y corta (S, o ber3)?.

relative

type PML (15922) RARA (17921) graquency
bert $ 3 | B0 [ | 6 | 3 3 ~55%
1 | | N\
12641335 1479 1737 405
ber2 $ 3 4] 5 (| 3 3 -5%
..... A
12641335 1479 1737 405
ber3 S 3 | } 3 3 -40%
1 |
1263 405 —
100 bp

Figura 9. Representacion esquematica de los transcritos PML-RARa. Tomada de Gabert, et al; 2003.

La proteina quimérica PML-RARa es un represor de la transcripcion. En ausencia de su ligando
(acido retindico), esta se une al DNA en conjunto con co-represores como N-Cor (nuclear
receptor co-repressor), el cual forma parte de un complejo que incluye histonas desacetilasas
(HDAC); lo que hace que la cromatina quede inaccesible a activadores transcripcionales o a la
magquinaria de transcripcién basal, resultando en el silenciamiento de la transcripcidon de
genes necesarios para la diferenciaciéon mieloide32.

@ }< C/EBP

RAR = PU.1
Genes HOX

PML

Figura 10. Representacion esquemadtica del mecanismo de inhibicion transcripcional por PML-RARa.
Tomada de O'Donnell, et al; 2012.
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La unién del 4cido retinoico a RARa conduce a la liberaciéon de los co-represores, dando lugar
a la unidn de los co-activadores, los cuales acetilan a las histonas. Sin embargo, la proteina
quimérica PML-RARa retiene el complejo desacetilante, moderando la habilidad de la proteina
de activar la trascripciéon®.

Algunos casos de leucemia promielocitica aguda (LAM-M3) presentan morfologia normal en
sus cromosomas o alguna otra anormalidad citogenética. Otros genes han sido hallados en
fusidon con RARa en raros casos de leucemia promielocitica aguda con t(15;17) negativa, como
lo es PLZF en el cromosoma 11g23, NPM en 5¢g35, NUMA en 11q13 y STAT5B en 17q21%.

La deteccion de la translocacion (15;17) se puede hace mediante estudios citogenéticos, FISH
o biologia molecular; y es de suma importancia debido a que su presencia permite una
estrategia terapéutica especifica para el tratamiento de las leucemias promielociticas agudas
con ATRA y triéxido de arsénico, dando lugar a altas tasas de remision, atribuyéndole un
caracter de buen prondstico®.

1.4.3.2 t(8;21)922;G22), AML1-ETO

La translocacion (8;21)(g22;922), se presenta en aproximadamente 15% de todas las LAM y
hasta en 40% de las LAM-M2. Esta translocacién es causada por el intercambio balanceado de
material genético del brazo largo del cromosoma 8 region g22 (gen ETO) y del cromosoma 21
region q22 (gen AML1)?.

AML1 der(21)

der(8) —_—
y [ .

AML1/ETO
Figura 11. Representacion esquematica de la t(8;21). Tomada de O'Donnell, et al; 2012.
El mRNA que surge de la transcripcidon de este gen es el llamado AML1-ETO o MTG8-RUNX1

gue consta de la unidn del exdn 5 del gen AML1 y el exén 2 del gen ETO, causante de la
produccion de la oncoproteina AML1-ETO?.

AML1 (21922) ETO (Ro22)
312l 3 | ¢ 5 | = 3 4 5 Z
| AN
503 542 T98 953 10587 275 413 BS5 745
100 bp

Figura 12. Representacion esquematica del transcrito AML1-ETO. Tomada de Gabert, et al; 2003.

La proteina quimérica AML1-ETO consta del extremo amino-terminal de AML1, y casi toda la
porcion de la proteina ETO, que interacciona con co-represores como N-Cor/SMRT, mSim3a y
con histonas desacetilasas (HDAC), funcionando como represor para una amplia variedad de
factores de transcripcion®.
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Figura 13. Representacion esquematica del mecanismo de inhibicién transcripcional por AML1-ETO.
Tomada de O'Donnell, et al; 2012.

Se sabe que AML1-ETO impacta en multiples procesos involucrados en el desarrollo normal de
los mielomonoblastos, donde la proteina de fusién interfiere con diversas senales de
transcripcién, asi como promueve la auto-renovacion de las células mieloides, interfiriendo la
diferenciacién hematopoyética adecuada. AML1-ETO interfiere directamente con el
reclutamiento de cofactores esenciales requeridos por factores de transcripcién cruciales en
hematopoyesis como C/EBP y PU.1, bloqueando asi las funciones de diferenciacion.

La determinacién de la presencia de esta translocacion se puede llevar a cabo mediante
pruebas citogenéticas y de biologia molecular, y su expresién coloca al paciente en un grupo
de riesgo favorable®.

1.4.4 Factores prondsticos en la leucemia aguda mieloblastica

Las mejores respuestas se obtienen en pacientes jévenes, los mayores de 55 afios presentan
complicaciones mas graves y tienen peor prondstico. Se consideran de buen pronéstico las
variedades M1, M2, M3 y M4, al igual que los casos con leucocitosis menor a 50,000/uL, asi
como los hallazgos moleculares de la inversidén del cromosoma 16 y las translocaciones (15;17)
y (8;21)*.

La presencia de comorbilidades, la respuesta al esquema de induccién, asi como las
alteraciones genéticas y moleculares son factores asociados al prondstico; siendo los analisis
citogenéticos y moleculares la principal guia para la asignacion de grupos de riesgo y para la
eleccidn del tratamiento. Para ciertos grupos de personas con caracteristicas favorables, la
tasa de curacion puede alcanzar 40 a 70%>.
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Tabla 12. Factores prondsticos caracteristicos de LAL. Tomada y modificada de Jaime y Gomez; 2012.

Factor prondstico Prondstico favorable Prondéstico desfavorable
Edad <55 afios >55 afios
Hepatoesplenomegalia Ausente Masiva
Leucocitos al diagnoéstico <50,000 >50,000
Tipo morfolégico FAB M1, M2, M3, M4 M5 MO, M6y M7
Respuesta a la induccion Sin blastos periféricos Con blastos periféricos
Estado del SNC Sin infiltracion Con infiltracion
Comorbilidades Ausentes Presentes

t(8;21)(922;922)
t(15;17)(922;912)
inv (16)(p13922),
Cariotipo normal,
+8 (riesgo estandar),

Cariotipo complejo,
-5,-5q, -7, -7q,
inv. (3)(q21926.2),
t(6;9)(p23qg34),

Citogenética

£(9;11)(p22;923). t3;22).
AML1-ETO
Genética molecular PML-RARa Re-arreglos de MLL
CBFB-MYH11 Mutacién en FLT3

Mutacion en NPM1, CEBPa

1.4.5 Tratamiento de la leucemia aguda mieloblastica

El esquema adoptado a nivel mundial desde 1982, y que es el utilizado actualmente en el
HGM como estdndar de tratamiento es el publicado por el Cancer and Leukemia Group B
(CALG B) llamado (7+3), el cual consiste en tres etapas que son: induccidn, consolidacion y
mantenimiento. En la etapa de induccién se administra la combinacion de un antraciclico
(daunorrubicina) durante tres dias y un inhibidor de la sintesis de DNA (citarabina) durante
siete dias (7+3); en la fase de consolidacién se administran dosis altas de citarabina y en el
mantenimiento se administra 6-mercaptopurina, metotrexato, ciclofosfamida y vincristina. El
uso del esquema (7+3) proporciona tasas de remisién completa en 65 a 85% de los casos de
LAM en el grupo de edad de 20 a 59 afos; en grupos de edades avanzadas esta tasa disminuye
considerablemente, siendo de 21 a 36% en pacientes mayores de 60 afios, observandose
mortalidad hasta en 65% de los pacientes, dejando de manifiesto que la edad es un factor
prondstico a considerar para la eleccién del esquema de tratamiento 6ptmo?.

La leucemia promielocitica (M3) es una variedad especial, ya que es la Unica que responde al
tratamiento con acido trans-retindico (ATRA) y triéxido de arsénico. El ATRA al igual que el
triéxido de arsénico, induce remisién por diferenciacién celular sin producir aplasia, pero sin
eliminar a la clona de las células iniciadoras de leucemia. Al combinar la administracion de
ATRA vy trioxido de arsénico con un esquema de quimioterapia con antraciclicos
(daunorrubicina) las tasas de remisién completa se observan en mas del 80% de los casos de
LAM-M34L,
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1.5 LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA (LMC)

Las leucemias crénicas de mayor importancia son: la leucemia linfocitica crénica, leucemia
mieloide crénica y leucemia de células peludas o tricoleucemia; su curso indolente, larga
evolucidn y ausencia de células indiferenciadas, las distinguen de las leucemias agudas®.

La leucemia mieloide crénica (LMC) es un sindrome mieloproliferativo crénico (SMPC),
causado a partir de la expansion clonal de la célula madre pluripotencial de la MO que resulta
en la proliferacion excesiva de células de linaje mieloide, eritroide y plaquetas en SP,
ocasionada por una importante hiperplasia de la MO%%; dichas células se caracterizan por
poseer la translocacion reciproca de los cromosomas 9 y 22 (cromosoma Philadelphia), la cual
se encuentra en mas del 95% del total de los pacientes con esta patologia®.

El curso clinico de la enfermedad se divide en tres etapas, fase crénica, fase acelerada y crisis
blastica, las cuales presentan diversos signos y sintomas caracteristicos que las diferencian
una de otra. Aproximadamente 85% de los pacientes son diagnosticados en la fase crénica de
la enfermedad, fase que es la que mejor responde al tratamiento®?.

1.5.1 Clasificacion de la leucemia mieloide crénica

La LMC pertenece al grupo de los llamados sindromes mieloproliferativos crénicos (SMPC).
Actualmente la clasificacion de la OMS de los SMPC incluye las siguientes entidades: LMC
CrPh+ o BCR-ABL+, la leucemia neutrofilica crénica, la leucemia crénica eosinofilica/sindrome
hipereosinofilico, policitemia vera, mielofibrosis primaria, trombocitemia escencial y la
enfermedad mieloproliferativa crénica inclasificable®*.

Tabla 13. Clasificacion OMS de los SMPC. Tomada de Vardiman, et al; 2011.

Sindromes Mieloproliferativos Crénicos
Leucemia mieloide cronica BCR-ABL positivo
Policitemia vera
Trombocitemia esencial
Mielofibrosis primaria
Leucemia neutrofilica crénica
Leucemia eosinofilica cronica/sindrome hipereosinofilico
Sindrome mieloproliferativo crénico inclasificable

Figura 14. Morfologia tipica de la LMC. Tomada de Ruiz; 1994.
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1.5.2 Diagnéstico de la leucemia mieloide crénica

Para llevar a cabo el diagndstico de LMC, se requiere del conjunto de las caracteristicas
clinicas del paciente con una serie de pruebas, tales como biometria hematica, aspirado de
MO, asi como pruebas citogenéticas y de biologia molecular que evidencien la presencia de la
t(9;22); que en conjunto determinan el diagndstico diferencial de esta patologia?3.

El resultado de la biometria hematica, puede tener recuentos de leucocitos que van desde los
50,000/ul hasta valores superiores a 200,000/ul. Las células mieloides en SP se muestran en
todas sus fases de maduracién. En un nimero considerable de pacientes puede haber cifras
mayores de 1,000,000 de plaquetas/ul*.

La MO es hipercelular con una relacién mieloide-eritroide elevada; durante la fase crdnica
predominan los mielocitos y metamielocitos, los blastos deben ser inferiores a 5%; puede
haber un aumento de megacariocitos y tejido fibroso. La fase acelerada se distingue por un
recuento de blastos >10% en MO, ademas de basofilia, eosinofilia y trombocitopenia en SP, asi
como esplenomegalia. En la crisis blastica se reconoce mas de 30% de blastos que en 60 a 70%
de los casos son mieloides y en el restante 20 a 30% son de tipo linfoide. El 85% de los
pacientes son diagnosticados en la fase crénica de la enfermedad?’.

El diagnodstico diferencial debe realizarse con las neoplasias mieloproliferativas crénicas y en
ocasiones debe descartarse ademds la presencia de una “reaccién leucemoide”. En estos
casos, la deteccidn de la translocacion (9;22) hace el diagndstico diferencial de LMC*4.

1.5.3 Alteraciones citogenéticas en la leucemia mieloide crénica

En mas del 95% de los pacientes diagnosticados con LMC en fase crénica se determina la
presencia de la t(9;22)(q34;911), denominada Cromosoma Philadelphia, la cual por si misma
es causante del fenotipo de la patologia3?3*. Conforme la enfermedad progresa de la fase
acelerada a la crisis blastica se pueden adicionar anormalidades citogenéticas como presencia
de isocromosoma 17q (i17q) y trisomia del cromosoma 8. Se ha encontrado también la
presencia de translocaciones que involucran al gen MLL (t(4;11) y t(9;11)) en pacientes con
LMC en fase acelerada que son tratados con Imatinib®.

1.5.3.1 1(9;22)(934;911), BCR-ABL rompimiento mayor

Esta aberracion cromosémica es el resultado de una translocacion entre los cromosomas 9 y
22, la cual estd presente mas del 95% de los pacientes con LMC. Molecularmente esta
translocacion implica al oncogén ABL del cromosoma 9y el gen BCR del cromosoma 224274243,
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Figural5. Representacion esquematica de la t(9;22).Tomada de Ruiz; 2009.

La fusion de los genes BCR-ABL se transcribe en un mRNA quimérico iniciado en el promotor
del gen BCR en el extremo 5° del punto de corte de la translocacion, dejando la parte del gen
ABL en la posicion “rio abajo” del punto de la translocacién. Posterior al “splicing” del
transcrito primario del gen, se genera un mRNA maduro de 8 kb, unido por las secuencias del
exén 14 de BCR y el exdn 2 de ABL (b3a2) y/o el exdn 13 de BCR y el exdn 3 de ABL (b2a2)?’.

M-ber: BCR-ABL p210 relative
type frequency
b3-a2$ 11 12 13 [14] 2 3 4 <-55%
/N
3015 309131963270 227 401 697
b2-a23 11 12 18 |- 2 3 4 <-40%
3195 i
100 bp

Figura 16. Representacion esquematica de los transcritos BCR-ABL M. Tomada de Gabert, et al; 2003.

Ese mRNA se traduce en una proteina de 210 kDa Unica en las células presentes en la LMC; la
cual posee una mayor actividad de tirosin cinasa en comparacion con las proteinas ABL
normales; lo cual conlleva a la transformacion de las células hematopoyéticas normales,
causando la LMC*,

BCR-ABL activa multiples vias de sefializacién responsables de la proteccion de la apoptosis,
induce la proliferacidon independiente de factores de crecimiento, modula la habilidad de
adhesién/invasidon e induce la resistencia a drogas y radiacion y*°.

La tirosin cinasa citoplasmatica BCR-ABL actua como regulador de diversos factores de
transcripcién como MYC, MYB, JUN, NF-kB, BACH2 y EGR-1, lo que sugiere que el perfil de
expresion génica de las células BCR-ABL positivas es significativamente diferente a la de sus
homdlogos ABL normales; dado que estos factores de transcripcion desempenan papeles
importantes en la leucemogénesis. Por otra parte, la oncoproteina BCR-ABL induce un efecto
proliferativo, al tener efectos sobre vias de sefalizacidon celulares pre-existentes, como la
activacion de las vias RAS/RAF/MEK/ERK, JAK/STAT y PI3K/AKT?,
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La determinacidn de la presencia de esta translocacién se puede llevar a cabo mediante
pruebas citogenéticas, FISH y de biologia molecular, y su expresidon coloca al paciente en un
grupo de riesgo estandar®.

1.5.4 FACTORES PRONOSTICOS EN LA LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

Se sefala que la edad, tamafio del bazo, recuento de plaquetas y porcentaje de blastos
circulantes, los niveles de deshidrogenasa lactica (DHL) asi como la presencia de alteraciones
citogenéticas adicionales al cromosoma Philadelphia son datos de valor prondstico. Con base
en esos factores, se puede catalogar a la poblacién de pacientes con diferentes probabilidades
de supervivencia en bajo riesgo, intermedio y alto, de acuerdo a la puntuacién obtenida en el
“test Sokal”2+47,

1.5.5 TRATAMIENTO DE LA LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

El principal objetivo terapéutico de la LMC es lograr la remisién hematoldgica, citogenética y
molecular, es decir, desaparecer todo sigho de la enfermedad y obtener una biometria
hemidtica y una clinica compatible con la de un individuo sano, ademas de conseguir que la
translocacion BCR-ABL sea indetectable (remision molecular), sefial de que la clona leucémica
se ha erradicado.?%%8,

Tabla 14. Criterios de remisién en LMC. Tomada y modificada de Deininger; 2005.

Remision Definicién

BH con leucocitos y plaguetas normales, recuento diferencial normal,
sin esplenomegalia ni sintomas.

<50% del recuento leucocitario pretratamiento o recuento leucocitario

Hematoldgica Completa

Parcial . . . .
normal con diferencial anormal o esplenomegalia persistente.
Citogenética Completa 0% de metafases con CrPh.

Mayor 1-34% de metafases con CrPh.

Parcial 35 —90% de metafases con CrPh.
Ausente 91-100% de metafases con CrPh.

Molecular Completa BCR-ABL no detectable.
Mayor Reduccion >3 log en los transcritos de BCR-ABL.

El primer tratamiento efectivo que se utilizd en pacientes con LMC, fue la glucoproteina
Interferdn alfa (INFa) en la década de los 80; las propiedades antiproliferativas de este
compuesto, en conjunto con la quimioterapia convencional, inducian respuestas citogenéticas
completas en 35 a 50% de los pacientes®?.

En la actualidad, el blanco molecular ideal para el tratamiento de la LMC es la inhibiciéon de la
oncoproteina BCR-ABL, la cual tiene altos niveles de expresion y es la causante del fenotipo de
la patologia. Sobre este hecho, se han desarrollado fadrmacos que inhiben dicha enzima, como
el Imatinib, nilotinib, y dasatinib, que son el tratamiento de primera linea para los pacientes
en fase crdnica e inducen remisiones citogenéticas y moleculares completas de la enfermedad
en mas de 50% de los casos*>!. De estos medicamentos, el mas cominmente prescrito como
tratamiento de primera linea y que es el adoptado por el Hospital General de México, es el
Imatinib; el nilotinib y dasatinib se usan sobre todo para casos de intolerancia y/o resistencia
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al Imatinib. Las principales causas de resistencia al tratamiento con Imatinib son la mutacién
T315ly la sobreexpresién de los genes de resistencia a multidrogas (MDR)*> 2,

1.6 MULTIDRORRESISTENCIA Y GENES ABC

En la actualidad, la resistencia celular a la quimioterapia representa la principal causa de falla
en el tratamiento de neoplasias®®, como como el sarcoma indiferenciado®, carcinoma
hepatocelular®®, linfoma nasal de células NK/T°6, cdncer mamario®, cdncer de células
germinales®®; asi como en las neoplasias onco-hematoldgicas®>®% lo cual se traduce en
elevadas tasas de mortalidad®®.

En los tejidos tumorales una expresién elevada de los genes de resistencia a multidrogas
(MDR: MultiDrug Resistance), podria contribuir a la quimioresistencia inicial desarrollada por
ciertos canceres. El fenotipo de MDR puede ser también adquirido en el curso de la
guimioterapia. Se sabe que el promotor del gen MDR-1 puede ser activado in vitro por
moléculas que pueden provocar alteraciones en las células, tales como los medicamentos
citotdxicos®?.

La multidrogorresistencia es un complicado fendémeno multifactorial mediante el cual las
células neopldsicas se vuelven resistentes a una gran variedad de agentes quimioterapéuticos;
este fendmeno es causado por distintos mecanismos celulares, como la reduccién de la
concentracion intracelular del fdrmaco dependiente de los transportadores ABC (ATP-Binding
Cassette)®162,

Los genes de resistencia a drogas, también llamados genes ABC, codifican para glucoproteinas
que tienen roles clave en muchos procesos celulares, como el transporte de sustratos a
través de la membrana plasmadtica, incluyendo los farmacos utilizados durante la
quimioterapia®. La sobreexpresion de los genes ABC lleva a un aumento de la resistencia de
las células tumorales a una serie de farmacos administrados durante la terapia de induccién o
incluso después de la quimioterapia®*.

1.6.1 Multidrogorresistencia y genes abc en hematologia

En las leucemias agudas; como ya se menciond, uno de los factores que se ha asociado con la
supervivencia y el éxito del tratamiento; es la respuesta al tratamiento, y si se integra una
respuesta completa a las 4 semanas?®. Este factor depende en gran medida de la presencia o
ausencia de la expresion de los genes de resistencia a multidrogas. En las leucemias agudas
tanto mieloides como linfoides, la expresion del gen ABC-B1 se ha asociado a la falla al
tratamiento de induccidn a la remisién y por ende a una menor tasa de supervivencia®.

La multidrogorresistencia contribuye al fracaso terapéutico en varias neoplasias
hematoldgicas principalmente cuando son tratadas con regimenes intensivos de
guimioterapia que contienen antraciclicos (doxorrubicina, daunorrubicina, idarrubicina),
alcaloides de la vinca (vincristina, vinblastina), epipoddfiloxinas (etopdsido, tenipdsido), e
inhibidores de tirosin cinasa (Imatinib, dasatinib) los cuales son sustratos de las glucoproteinas
ABC-B1 y ABC-G2. Debido a la afinidad de estas glucoproteinas por sus sustratos, las
concentraciones de los farmacos quimioterapéuticos son reducidas por estas proteinas. Las

Rafael Cerén Maldonado 24



Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan. UNAM

células leucémicas, por ejemplo, pueden ser resistentes a la quimioterapia de induccion,
fendmeno que conduce a un comportamiento refractario de la enfermedad, lo cual puede dar
lugar a recaidas y en la Ultima instancia a la muerte del paciente®>-%’.

Uno de los mecanismos mds estudiados en la resistencia a los diversos agentes
guimioterapicos y quizas el mas importante, es la presencia de la P-glucoproteina (ABC-B1) y
la glucoproteina BRCP (ABC-G2)®8.

Balderas en 2014; encontrd asociacidn significativa de la presencia del gen ABC-B1 con un
peor comportamiento clinico en pacientes con LAL, los cuales fueron refractarios al
tratamiento, recayeron a MO o a sistema nervioso central o murieron; asi también hallé que
en la mayoria de los pacientes (86%) que fallecieron eran positivos para ABC-B1°°,

Olarte, et al, en 2010 reportaron una frecuencia de 39% de expresién del genABC-B1 en
pacientes con LAM de novo y en 71% de los pacientes con LAM en recaida del Hospital
General de México, en donde determinaron una correlacion significativa entre la expresion
del gen ABC-B1-1y la presencia de refractariedad al tratamiento de induccién a la remisién, lo
que condiciona a una leucemia a ser refractaria®.

La frecuencia de expresion de ABC-B1 en LAM al diagndstico es cercana a 33%, sin embargo en
la recaida, se ha informado hasta de 40%. En el caso de la LAL al diagnédstico, se han reportado
frecuencias de 23.1%%, sin embargo ante la recaida, la frecuencia es en promedio de 35%7°.
Actualmente se desconocen los factores que propician el aumento en la expresion de este
gen, sin embargo su sobreexpresidon en pacientes en recaida, es un indicativo para un
prondstico desfavorable’.

ABC-B1 no es el Unico transportador MDR asociado con peor respuesta a la terapia y
sobrevida en leucemia aguda. Multiples estudios han asociado la expresion del gen ABC-G2 y
la expresion de su producto proteico BCRP con peor prondstico y pobre respuesta al
tratamiento.

La sobreexpresién de la proteina ABC-G2 en leucemia mieloide aguda ha sido asociada con un
respuesta pobre a la quimioterapia convencional e incrementa el riesgo de recaida. Pacientes
con sobreexpresién de ABC-G2 al diagndstico tienen menor sobrevida libre de leucemia e
incrementa la incidencia de recaidas comparado con los pacientes ABC-G2 negativos’?.

Las células leucémicas resistentes a la quimioterapia de induccion conducen a refractariedad
de la enfermedad o recaida y en la dltima instancia a la muerte temprana del paciente”.

1.6.1.1 ABC-B1

El gen MDR-1 que codifica para la proteina ABC-B1 esta localizado en el cromosoma 7q21.1,
comprende un fragmento de 120 kb, y estd constituido por 29 exones y 28 intrones. Dicho gen
es uno de los mas estudiados en cuanto a su capacidad de conferir resistencia a drogas debido
a su expresion o sobreexpresiéon en células tumorales. Este gen codifica para la P-gp, una
proteina transportadora dependiente de ATP, que es capaz de eliminar del interior de las
células las sustancias citotéxicas, permitiendo su resistencia a la terapia antitumoral’2.

Rafael Cerén Maldonado 25



Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan. UNAM

La P-gp estd formada por 1280 aminoacidos y tiene un peso aproximado de 170 kDa, cuenta
con dos dominios de unidn a ATP citoplasmaticos y dos dominios hidrofébicos, formados cada
uno de ellos por seis fragmentos transmembranales que determinan la especificidad de
sustrato, al formar la via por la que este atraviesa la membrana’3.

Figura 17. Representacion esquematica de la proteina ABC-B1. Tomada de Fernandez, et al; 1998
1.6.1.2 ABC-G2

El gen ABC-G2 esta localizado en el cromosoma 4q22 y esta constituido por 19 exones. Esta
proteina también llamada BCRP, por sus siglas en inglés (Breast Cancer Resistance Protein), es
el segundo miembro de la subfamilia G de la superfamilia de los transportadores ABC. ABC-G2
es una proteina de 75 kDa, identificada por primera vez en 199874,

Esta proteina funciona como un transportador de xenobidticos que juega un rol importante en
la resistencia a multidrogas. Es también una proteina a la cual se le ha atribuido un papel
crucial en la resistencia al tratamiento en cancer de mama’*.

El transportador ABC-G2 humano consta de 655 aminoacidos y posee 6 dominios
transmembranales (residuos 397 a 655) y un sitio de unién a ATP (residuos 1 a 396)74.
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Figura 18. Representacion esquematica de la proteina ABC-G2. Tomada de Ni, et al; 2010.

1.7 ANTIGENOS TESTICULARES DE CANCER (ATC)

El termino ATC se refiere a un grupo de genes que codifican para antigenos reconocidos por
los linfocitos T citotdxicos’®; los cuales no se encuentran en tejidos normales, ya que su
expresion esta restringida normalmente en tejidos como el testicular, ovdrico, placenta y
tejido en fases iniciales del desarrollo; estos antigenos se detectan en células embrionarias o
fetales, pero las células de los adultos dejan de expresarlos’®. Las propiedades inmunogénicas
proporcionadas por los ATC, vuelven a estos antigenos en atractivos blancos para la
inmunoterapia en cancer”’.

Cuando estos genes pierden su regulacion fisioldgica debido a la transformacién maligna de la
célula, codifican proteinas que se comportan como antigenos tumorales y evocan la
correspondiente respuesta inmunitaria humoral, asi como la respuesta inmune celular
mediada por los linfocitos T citotdxicos’®. Se desconocen en muchos casos las funciones que
desempefian las proteinas codificadas por estos genes’’. No son necesarios para el fenotipo
maligno de las células neoplasicas y sus estructuras son idénticas a las de los genes de las
células normales”. Estos antigenos tumorales se acoplan a moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de clase 1, por tal motivo pueden ser reconocidos por los linfocitos
TCD8+".

De forma similar se ha demostrado la activacién aberrante de los ATC en diversos tipos de
cancer humano®, como melanoma®!, cancer pulmonar®, sarcoma®, mieloma multiple84,
linfomas®® y leucemias®, entre otros tipos de cancer. La frecuencia de la expresion de los ATC
es muy variable entre los diferentes tipos de tumores. El melanoma, el cancer ovarico, vy el
cancer de pulmodn se consideran tumores con alta frecuencia de expresion de ATCs, mientras
qgue los tumores presentes en cancer renal, de colon, pancredtico y los hematopoyéticos, se
consideran tumores con baja frecuencia de expresién®’; aunque existen excepciones a esta
observacién entre las neoplasias hematoldgicas, como lo son la alta expresion de MAGE-C1 en
el mieloma muiltiple84, y CT45 en el linfoma de Hodgkin clasico®’.
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Se ha hallado correlacion de la expresion de los ATC con las caracteristicas clinico-patolégicas
en diferentes tipos de tumores, demostrando asociacidn de la positividad de los ATC con un
mayor grado tumoral, estadios avanzados, comportamiento metastasico y la peor evolucion
clinica de los pacientes®.

Existen mds de 100 antigenos testiculares de cdncer reportados en la literatura, pero la
funcién bioldgica de la mayoria de los ATC permanece sin ser claro®. Estudios revelan que los
ATC tienen propiedades anti-apoptéticas, modificando la regulacion de la proliferacién celular
y la adhesion de las células cancerigenas’; hecho que podria explicar la persistencia de la
enfermedad minima residual en algunos tumores malignos®’.

Los ATC comprenden 70 familias de genes, entre las que se encuentran MAGE (melanoma
antigen), BAGE (melanoma antigen B), GAGE (antigen G), NY-ESO (melanoma antigen IB),
LAGE (Antigen L), etc. Cada una de ellas contiene multiples miembros, por ejemplo la familia
MAGE contiene las subfamilias A, B, Cy cada una contiene a diversos genes o miembros como
Al, A2, A3, A4, A6, A7, A8, A10, A1l y Al12. En total se han reportado 140 transcritos descritos
en diferentes tumores y algunos de ellos son inmunogénicos®.

Los miembros de cada familia de ATC se encuentran clasificados en dos grandes grupos; en los
que se encuentran en el cromosoma X (CT-X), y los que no se encuentran en el cromosoma X
(no CT-X)%°, ubicdndose en los cromosomas 1, 4, 8, 21, entre otros®°.

1.7.1 Expresion de los ATC en tejido normal.

La funcién de los genes ATC en células normales no es clara aun, sin embargo se relacionan
con el desarrollo embrionario, posiblemente inhibiendo la apoptosis y teniendo un rol esencial
en el mantenimiento de las células germinales primordiales masculinas y femeninas. La
mayoria de los ATC presentes en el cromosoma X, incluyendo NY-ESO1, MAGE-A, CT7/MAGE-
C1, CT10/MAGE-C2, GAGE, CT47, SAGE1, y NXF2, etc., presentan elevada expresion en la
espermatogonia®.

Se ha descrito la expresidn de diversos ATC en la fase de desarrollo embrionario, asi como en
tejido testicular adulto. Se ha detectado la presencia de MAGE-A y GAGE durante la migracion
y proliferacion de las células germinales primordiales; asi como la expresién de MAGE-A,
GAGE, NY-ESO1, NFX2 y GAGE, entre otros, durante la proliferacion de las células germinales
primordiales para llevar a cabo la colonizacién de la génada®:.

En el tejido testicular adulto, se ha descrito la presencia de diversos ATC para llevar a cabo
procesos fundamentales en el desarrollo espermatogénico; por ejemplo, se ha implicado a la
familia MAGE-A, GAGE, NY-ESO1, SSX, SAGE1, NFX2, TDRD1 y TEX15 en la proliferacion de la
espermatogonia como parte de la manutencidn de la reserva de células del tallo; asi también
se ha observado el papel de SCP1, ADAM2, SPO11, TSP50, BORIS, TPTE, LDHC, TPX1, entre
otros, en los procesos de la division meidtica de espermatocitos primarios a espermatocitos
secundarios y en la motilidad delos mismos; y por ultimo, el rol de SPANX, ADAM2, SP17,
ACRBP, CAGE, AKAP4, ZNF645, TPTE, etc. en la motilidad del espermatozoide maduro®:.
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Figura 19. ATC implicados en etapas del desarrollo embrionario y en tejido adulto.
Tomada de Gjerstorff, et al; 2015.

1.7.2 Regulacion de la expresion de los ATC

El control de la expresidn de los genes ATC en células normales se realiza mediante el proceso
de metilaciéon/desmetilacion de la regidn promotora®. La metilacién es un mecanismo
epigenético, que tiene un papel importante en el silenciamiento de genes y la inactivacidon del
cromosoma X. La metilacidn es llevada a cabo por la DNA metil-transferasa 1 (DNMT1) que
cataliza la adicion covalente de un grupo metilo a la S-adenocilmetionina en posicion 5 del
dinucleotido CpG que estan localizadas frecuentemente en zonas promotoras del gen®’.

La pérdida de la metilacién gendmica (hipometilacion o desmetilacion) se asocia
frecuentemente con el proceso neoplasico y es proporcional a la progresién de la
enfermedad. En los genes de las células pre-neopldsicas y cancerosas comparten cambios
importantes en los niveles de metilacion®’.

La hipometilacion conduce a una inestabilidad gendmica e incrementa los eventos de
recombinacién por lo que existe sobreexpresion y alteracién de las proteinas involucradas en
los procesos de invasidon y metastasis. La hipermetilacion de genes esta implicada con el
silenciamiento de genes, como en los genes supresores de tumor y en la regulacién génica
durante el desarrollo embrionario®®.

En tejidos normales los promotores de los genes ATC estan hipermetilados, excepto en tejido
testicular donde los genes se expresan en las células que dan origen a la serie
espermatogénica, principalmente la espermatogonia y el espermatocito primario donde se ha
detectado la expresion de las proteinas MAGE®®. Se ha sugerido que durante la embriogénesis
la expresion de los genes MAGE bloquea la apoptosis que no se presenta en las células
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embrionarias testiculares; al llevarse a cabo la diferenciacidon testicular permanecen
encendidos Unicamente en las células germinales primordiales del tejido testicular®.

Los promotores del resto de las células son metilados por lo que los genes son silenciados o
inactivados. Se ha observado que el patrén de metilacién de la regién promotora del gene
MAGE-A3 es transmitida de una generacidén a otra, lo que corrobora la implicacién de un
mecanismo de control epigenético. Otros genes que codifican para ATCs, tales como MAGE-
A1, MAGE-A2, GAGE y NY-ESO1 mantienen el mismo patrén de metilacion®.

Figura 20. Perfiles de metilacién/desmetilacion de promotores de genes ATC en tejido normal y cancer.
Tomada y modificada de Baylin; 2005

1.7.3 Expresion de los ATC en cancer.

Se han hallado la activacion aberrante y la expresion de mRNA en diversos canceres humanos
como, melanoma, cadncer de ovario, cancer de pulmoén, particularmente el de células
escamosas, se han encontrado frecuencias altas de la expresidén de los ATC, algunas veces son
referidos como “tumores ricos en ATC”. En contraste, las neoplasias hematoldgicas, incluidos
linfomas y leucemias, asi como los canceres renal, de colon y pancreatico, se han descrito una
notable baja frecuencia en la expresion de ATCs. Es posible que estos ATC tengan funciones
bioldgicas especificas en estos tipos de neoplasias, pero dichos roles no se han determinado
aun con exactitud; aunque recientes estudios han demostrado evidencia de que los ATC
tienen un rol importante en la tumorgénesis’’.
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Tejido/ Tipo de célula Fenotipo ATC Expresados

MAGE-A, MAGE-C1,

Carcinoma
in situ _& Proliferacion NY-ESO1, CT45,
GAGE, CT10, CT45,
¢ CT46, SAGE1

Tu_m or Proliferacidn,
primario inestabilidad genémica Maltiple

Invasion

Colonizacion,
proliferacion, Multiple
inestabilidad gendmica

Metastasis

Figura 21. ATC implicados en etapas del desarrollo carcinogénico. Tomada de Gjerstorff, et al; 2015.

Para determinados tipos de cancer, a menudo una mayor frecuencia de expresién de ATC se
correlaciona con un mal prondstico. En cancer avanzado y en el caso de tumores metastasicos
se han hallado también mayor frecuencia de expresiéon de ATC que en tumores primarios. Por
ejemplo, NY-ESO1 se ha determinado en una expresion de 40% en cancer de pulmén en grado
3, 23% en tumores de grado 2, y ausente en tumores de grado 1°1. De manera similar, la
expresion de MAGE-A1 se ha encontrado en la fase metastasica de melanoma en comparacién
con el 16% del melanoma primariol®2,

Tabla 15. Correlacion de la expresidon de las proteinas ATC con parametros clinico-patoldgicos.
Tomada de Caballero, et al; 2009

Tipo de tumor Antigeno Asociacion
MAGE-A1,MAGE-A2, . .
Melanoma MAGE-A3, MAGE-A4 Masa tumoral y metastasis
MAGE-A1,MAGE-A3,

MAGE-A4 MAGE-AL0, Tumoracion avanzada, etapa patoldgica

y nodal, invasién pleural

Cancer de pulmon de células
no pequenas

MAGE-C1
Cancer de pancreas MAGE-A3 Sobrevida pobre
Carcinoma hepatocelular MAGE-C1 Reduccién en la sobrevida global

MAGE-A1,MAGE-A3,

MAGE-A4, MAGE-C1 Fase y riesgo de la enfermedad

Mieloma muiltiple

Correlacion inversa entre expresion y
sobrevida.
Lesiones primarias mas gruesas y mayor
frecuencia de metastasis

Carcinoma ovarico MAGE-A4

Melanoma NY-ESO-1
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1.7.3.1 MAGE-A3

Este gen es un miembro de la familia MAGE-A, localizado en el cromosoma Xg28 y consta de 6
exones, que para una proteina que es un 50 — 80% idéntica a los otros miembros de la familia
MAGE. Los promotores y los primeros exones de los genes MAGE-A muestran una
considerable variabilidad, lo que sugiriere que la existencia de esta familia de genes permite
su expresion bajo diferentes controles transcripcionales®?.

De los ATC estudiados, el antigeno de melanoma de la familia A3 (MAGE-A3) es uno de los ATC
mas comunmente expresados en una gran variedad de neoplasias. Sin embargo, la expresién y
funcién de MAGE-A3 en las células iniciadoras de céncer no es del todo claro atin®'.

Sin embargo, algunas de las funciones que han sido descritas para este miembro de la familia
MAGE es su implicacién en la supervivencia de las células neoplasicas; actuando como
supresor de p53, al favorecer la unién con su correpresor Kap-1°1. Adicional a esto, se ha
demostrado que MAGE-A3 bloquea directamente la interaccion de p53 con la cromatina,
inhibiendo el efecto de regulador transcripcional de p53, también regula negativamente la
funcién de este mediante el reclutamiento de represores de la transcripcion como histonas
desacetilasas (HDAC), para los genes regulados por esta proteina®’. Adicionalmente se ha
identificado a MAGE-A3 como regulador de las ubiquitin ligasas de E3, que facilitan la
degradacion de proteinas, incluida p53%.

1.7.3.2 NY-ESO1

Este gen se encuentra en una regidn duplicada del cromosoma Xg28, se hallé por primera vez
en cancer esofagico; cuenta con un total de 3 exones que codifican para su producto
funcional. La proteina codificada por este gen es un antigeno que se encuentra
sobreexpresado en diferentes tipos de cdncer pero se encuentra expresado de manera normal
en tejido testicular, espermatogonia y placenta. En tejido sano e incluso en diversas lineas
celulares hematolégicas se encuentra ausente, sin embargo, en lineas celulares neoplasicas se
ha demostrado la induccién de su expresién mediante el uso de farmacos que actuan sobre
mecanismos epigenéticos como la 5-aza-2'-desoxicitidina®.

En diversos tipos de cancer humano como el carcinoma de células escamosas de laringe y
osteosarcoma, la expresion de NY-ESO1 se asocia a un mal prondstico y a una sobrevida corta.
Sin embargo, NY-ESO1 es uno de los ATC de particular interés, debido a la excepcional
capacidad de generar respuesta celular y humoral, siendo uno de los ATC con mayores
propiedades inmunogénicas al ser el ATC con mayores titulos de anticuerpos que se ha
determinado; esto lo posiciona como un atractivo candidato para la formulacidon de vacunas
terapéuticas para el cdncer®.
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1.7.4 Implicacién clinica de los ATC en hematologia.

La expresidn de los ATC es reconocida en diversos tumores sélidos. Son embargo, su expresion
en neoplasias hematoldgicas permanece sin ser clara aun’’.Andrade et al., Analiz6 la
expresion de los ATC en pacientes con mieloma multiple (MM), encontrando la frecuencia de
expresion de 14 ATC en 39 pacientes; obteniendo que MAGE-C1/CT7 estuvo presente en 77%
de los pacientes, LAGE-1 en 49%, MAGE-A3/6 41%, MAGE-A2 36%, GAGE 33%, NY-ESO1 33%,
BAGE-1 28%, MAGE-A1 26%, PRAME 23%, SSX-1 26% MAGE-A12 20.5%, y MAGE-A4 y MAGE-
A10 estuvieron ausentes; determinando que los pacientes con expresion de MAGE-C1/CT7,
MAGE-A3/6 y LAGE-1 son buenos candidatos para inmunoterapia, asi como la expresiéon de
estos genes en 85% de los casos totales de MM%,

Olarte, et al; en 2012; demostrdé que existe expresion de los ATC en pacientes con linfoma,
encontrando una frecuencia de MAGE-A3 de 44.9%, NY-ESO1 33.3%, MAGE-A4, MAGE-B2 y
LAGE con 27%, 21% y 20% respectivamente; los genes GAGE, BAGE y MAGE-C1 tuvieron
frecuencia menores del 20% (15.9%, 13% y 7.2%). En el linfoma difuso de células grandes B
(LDCGB)se encontraron frecuencias para MAGE-A3 de 39.28% y de NY-ESO1 de 46.42%; y en el
caso de linfoma de Hodgkin se encontré presencia de MAGE-A3 en 30% de los casos de
celularidad mixta y un 15.38% en el linfoma de variedad esclerosis nodular, en este estudio se
demostré que los pacientes con LDCGB que tuvieron ausencia de expresidon de ATC tenian una
mayor sobrevida que los que presentaban expresion de estos; asi también los pacientes que
presentaban expresion de solo 1 ATC tenian mayor sobrevida que en los que se determind co-
expresion de diversos ATC, determinando la presencia de los ATC como un factor de mal
prondstico!,

En poblacidon mexicana el primer estudio sobre este grupo de genes en leucemia fue realizado
por Martinez, et al; en 2007, en donde se analizaron 115 muestras de leucemias (34 de LAM,
76 de LALy 5 de LMC) para los genes MAGE-A1, MAGE-A3 y MAGE-B2. La expresidon hallada
para MAGE-A3 fue de 32.17% y MAGE-B2 en 16%, este trabajo confirmo la presencia de genes
de la familia MAGE en este tipo de neoplasias’3, contrario a lo que habia reportado Chambost,
et al; en 1993, quienes realizaron un estudio en 45 pacientes, 16 con LAM, 11 con LAL, 12 con
LMC y 6 con LLC, en donde no se encontré expresion del gen MAGE-1 a nivel de mRNA en
estos tipos de neoplasiasi®®.

Mendoza, et al; en 2012 determind la presencia de MAGE-A3, MAGE-B2, MAGE-C1, MAGE-4,
BAGE-1, GAGE-2, LAGE-1 y NY-ESO1 en pacientes con LMC. En este estudio se hallaron
correlaciones de la expresion de ATC con parametros clinicos como sexo, numero de
leucocitos y numero de plaguetas; determinando que existe menor expresion de MAGE-A3 en
el género femenino; asi como la usencia de expresion de MAGE-C1 en pacientes con plaquetas
mayores a 80 x10° /ul y con leucocitos mayores a 50x103/pul*06,
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1.7.5 Eleccién de panel de biomarcadores moleculares prondsticos en leucemia
agudas y leucemia mieloide cronica

En la actualidad, la deteccion de biomarcadores moleculares en leucemias se ha vuelto
fundamental para el diagndstico, el establecimiento de factores pronésticos y la
determinacién de tratamientos adecuados de los padecimientos. Para tales fines, las técnicas
de biologia molecular que cuentan con una gran especificidad y sensibilidad, nos ofrecen la
capacidad de detectar dichos marcadores en muestras de MO que contengan desde miles
hasta una sola célula neoplasica por cada millén de células normales. Implementando un
panel de marcadores moleculares que permita detectar: translocaciones cromosémicas,
antigenos testiculares de cancer y genes de resistencia a drogas; se pueden determinar
factores pronosticos, determinaciéon de la progresion de la enfermedad y asociacion a
resistencia al tratamiento, respectivamente.

Tabla 16. Biomarcadores moleculares de impacto en leucemias agudas y leucemia mieloide crénica.

Panel de biomarcadores

. Genes Leucemia Frecuencia en . .. . .
Biomarcador . . Pronéstico clinico
asociados asociada adultos
Gen de fusion BCR-ABL m LAL 25-30% Desfavorable
Gen de fusion E2A-PBX1 LAL pre-B 2-3% Riesgo estandar
Gen de fusion TEL-AML1 LAL pre-B 2% Favorable
Gen de fusion AF4-MLL LAL 3-7% Desfavorable
0, -
Gen de fusion AML1-ETO LAM-M2 40% delvllazs LAM Favorable
ber 1=55%
Gen de fusion PML-RARa LAM-M3 bcr 2=5% Favorable
ber 3= 40%
Gen de fusion BCR-ABL M LMC >95% Riesgo estandar
Gen de.multlfirogo ABC-B1 LAL, LAM, LMC Variable Sobreexpresion
resistencia (Desfavorable)
Gen de.multlfirogo ABC-G2 LAL, LAM, LMC Variable Sobreexpresion
resistencia (Desfavorable)
Genasociadoa  \\Ge a3 (AL LAM, LMC Variable Desfavorable
tumor (ATC)
Gen asociado a NY-ESO1  LAL, LAM, LMC Variable Desfavorable
tumor (ATC)
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2. JUSTIFICACION

En México, las leucemias son el segundo grupo de enfermedades onco-hematoldgicas mas
frecuente (solo por debajo de los linfomas), siendo la neoplasia hematoldgica con la mas alta
tasa de mortalidad. A pesar de los avances moleculares en el diagndstico y en Ia
caracterizacién de la enfermedad; en nuestro pais el diagndstico de estas neoplasias, asi como
su clasificacién, determinacidn de factores prondsticos, la eleccidon del tratamiento y el
seguimiento del padecimiento se fundamentan aun en hallazgos clinico-patoldgicos y pruebas
de laboratorio como biometria hematica, inmunofenotipo, y aspirado de médula ésea, que si
bien son fundamentales en el estudio de estas patologias, deben ser complementadas con las
técnicas de biologia molecular que proporcionan mds informaciéon para la caracterizacién
completa de estos padecimientos; es por eso, que se propone la inclusién de la determinacion
de un panel de biomarcadores, mediante pruebas de biologia molecular de alta especificidad y
sensibilidad (RT-PCR y qRT-PCR), las cuales desafortunadamente en México alun no se cuenta
con ellas para su uso rutinario en los servicios de salud publicos; el cual se pueda incluir en la
bateria de pruebas solicitadas por los médicos en las instituciones de salud, para que con la
informacién obtenida a partir de este, se pueda realizar y/o apoyar al diagndstico,
clasificacién, deteccion de factores prondsticos, determinacién de blancos moleculares para
los tratamientos y causas de resistencia a este; asi como el monitoreo de la progresion de la
enfermedad, para fortalecer el manejo de los pacientes que sufren dichos padecimientos y se
puedan tener mayores tasas de éxito en el tratamiento de estas enfermedades.
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3. HIPOTESIS

Si se incluye la deteccidon de un panel de biomarcadores mediante técnicas de biologia
molecular para el estudio de rutina de los pacientes con leucemia, entonces se lograra
determinar y/o reforzar el diagndstico, clasificacion, criterios de eleccién del tratamiento,
factores prondsticos y de resistencia al tratamiento, asi como se podrd llevar a cabo un
monitoreo mas eficiente del seguimiento de la enfermedad, que permitan el mejor manejo de
este grupo de neoplasias.
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4. OBJETIVO

4.1 GENERAL

Detectar y analizar un panel demarcadores moleculares implicados en el diagndstico,
prondstico, la progresion de la enfermedad y la resistencia al tratamiento; mediante RT-PCR y
gRT-PCR, para fortalecer el estudio de los pacientes con leucemias agudas y leucemia
mieloide crdnica.

4.2 PARTICULARES

Determinar la frecuencia de los genes de fusién BCR-ABL Mayor, BCR-ABL Menor, TEL-AML1,
AF4-MLL, E2A-PBX1, AML1-ETO, y PML-RARa; de los antigenos testiculares de cdncer MAGE-
A3 y NY-ESO1; y de los genes de resistencia a drogas ABC-B1 y ABC-G2, en pacientes con LAL,
LAM y LMC de novo.

Aplicar el panel de biomarcadores en una poblacién de pacientes de novo y una poblacién
subsecuente, para determinar biomarcadores de interés diagndstico, prondstico, utilizados
como blancos moleculares para el tratamiento y de resistencia a este.

Determinar, comparar y analizar los niveles de expresion de los genes de resistencia a drogas
ABC-B1 y ABC-G2, en individuos sanos, pacientes leucémicos de novo y pacientes
subsecuentes.
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5. DISENO EXPERIMENTAL

Estudio de tipo experimental, descriptivo, transversal y prospectivo.
5.1 CRITERIOS DE INCLUSION

1. Pacientes con diagndstico de LAL, LAM y LMC que ingresaron al servicio de Hematologia
del Hospital General de México.

2. Hombres y mujeres.

3. Que se les haya realizado toma de muestra de MO para el estudio morfoldgico y de
biologia molecular.

4. Mayores de 18 afos.

5. Que cuenten con carta de consentimiento informado.

5.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

1. Pacientes con muestra insuficiente (celular o de material genético) para el estudio de
biologia molecular.

2. Pacientes que presenten co-morbilidad con algun otro tipo de cancer.

3. Pacientes que no cuenten con historial clinico.

5.3 CRITERIOS DE ELIMINACION

1. Pacientes que abandonen el tratamiento y/o seguimiento.
2. Pacientes que se trasladen a otro centro hospitalario.
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5.4 VARIABLES DE ESTUDIO

5.4.1 Variables independientes

e Expresion cualitativa de los genes de fusion BCR-ABL Mayor, BCR-ABL Menor, TEL-

AML1, AF4-MLL, E2A-PBX1, AML1-ETO, y PML-RARa.

e Expresion cualitativa de los antigenos testiculares de cancer (ATC) MAGE-A3 y NY-

ESO1.

e Expresion cualitativa de los genes de resistencia a drogas ABC-B1 y ABC-G2.
e Niveles de expresién de los genes ABC-B1.
e Niveles de expresion de los genes ABC-G2.

Variable

Expresidn de genes
de fusion
Expresidn de genes
ATC
Expresion de genes
ABC
Niveles de
expresion de los
genes ABC-B1
Niveles de
expresion de los
genes ABC-G2

Tabla 17. Definicion de variables independientes de estudio.

Definicidn operacional

Identificacién de los genes
por RT-PCR
Identificacién de los genes
por RT-PCR
Identificacion de los genes
por RT-PCR
Cuantificacidn relativa de
nieles de expresidn por
gRT-PCR
Cuantificacion relativa de
nieles de expresidn por
gRT-PCR

5.4.2 Variables dependientes

Tipo de
variable

Cualitativa
Cualitativa

Cualitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Escala de
medicion
Nominal
dicotéomica
Nominal
dicotdmica
Nominal
dicotémica

Nominal

Nominal

Valores

Presencia/
Ausencia
Presencia/
Ausencia
Presencia/
Ausencia
Ausente
Normal
Sobreexpresado
Ausente
Normal
Sobreexpresado

e Determinacién de grupos de riesgo de acuerdo a la deteccion de marcadores
moleculares prondsticos.

e Determinacién de blancos moleculares para el tratamiento de las neoplasias
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5.5 METODOLOGIA
5.5.1 Material biolégico
5.5.1.1 Aspirado de médula 6sea (MO) de pacientes con leucemia

A los pacientes con probable diagndstico de leucemia se les realizd un aspirado de MO para el
analisis citomorfoldgico y de biologia molecular. El diagndstico morfoldgico de leucemia se
realizé en el laboratorio de Hematologia especial del servicio de Hematologia del HGM.

5.5.1.2 Aspirado de MO normocelular

Se obtuvieron muestras de MO normocelular de pacientes sin diagndstico de neoplasias
hematoldgicas y sin alteraciones morfoldgicas. Estas fueron utilizadas como controles
negativos de la expresion de genes de fusidn y antigenos testiculares de céncer (ATC); asi
también se utilizaron para establecer niveles de expresidon normal de los genes de resistencia
a drogas ABC-B1 y ABC-G2.

5.5.1.3 Sangre periférica (SP) de donadores sanos

Se obtuvieron muestras de SP de individuos sanos del Banco de Sangre del HGM para la
obtencién de controles negativos de la expresién de genes de fusién y ATC; de igual manera se
utilizaron para evaluar y establecer los niveles de expresién de los genes ABC.

5.5.1.4 Lineas celulares

Se utilizaron las lineas celulares K-562 [LMC, positiva para BCR-ABL Mayor (BCR-ABL M),
MAGE-A3, NY-ESO1, ABC-B1, ABC-G2], SUP-B15 [LAL Ph+, positiva para BCR-ABL menor (BCR-
ABL m)]; REH (LAL no T, no B, positiva para TEL-AML1), RS-4 (LAL, positiva para AF4-MLL),NB-4
(LAM-M3, positiva para PML-RARa) y Kasumi-1 (LAM-M2, positiva para AML1-ETO), como
controles positivos de la expresién de genes de fusion, ATC y genes ABC. Dichas células se
cultivaron en medio RPMI-1640 (Invitrogen, Life Technologies Carlsbad, CA) suplementado
con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) (Invitrogen, Life Technologies Carlsbad, CA), piruvato de
sodio 1mM (Hyclone Laboratories), penicilina/estreptomicina 1% (Gibco, Life Technologies).
Las células crecieron en atmésfera de CO2 al 5% a 37°C; fueron cosechadas para preparar
alicuotas de 1-2 x10°células para extraccién de RNA.

5.5.2 Separacion de leucocitos de MO de pacientes, normocelulares y SP de
donadores sanos

Se mezclaron las muestras de MO en proporcion 1:5 con solucion litica (solucion hipertdnica)
causando lisis eritrocitaria. Las muestras se incubaron durante 5’ a 4°C y se centrifugaron a
2000 rpm/5’. Se formaron botones leucocitarios y se elimind el sobrenadante (lisado
eritrocitario). Los leucocitos se lavaron con PBS 1X y se centrifugaron a 2000 rpm/5’. Los
leucocitos fueron alicuotados en paquetes de aproximadamente 1 - 2 x 10°células.
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5.5.3 Extraccion de RNA total de leucocitos y lineas celulares

El RNA total fue aislado mediante el uso de Solucion D (Chomczynski-Sacchi). Se
homogenizaron los paquetes celulares con 550 pL de Solucién D y se incubd durante 10’ a 4°C.
Se adiciond consecutivamente 150 uL de solucién de acido acético/acetato de sodio 2M,
pH=3; 500 pL de solucién de fenol/agua (1:1); y 200 uL de cloroformo/alcohol isoamilico
(49:1); se homogenizé vigorosamente durante 15" en vortex. Se centrifugé a 12,000 rpm/15’ a
4°C. Después de la centrifugacion se observaron tres fases: una fase fendlica (organica)
inferior; una interfase (DNA y proteinas precipitadas), y una fase superior acuosa (RNA
soluble); se separd esta uUltima y se mezcld con isopropanol, incubando a -20°C/1 hora para
precipitar el RNA. Posteriormente se centrifugd a 12,000 rom/15’ a 4°C; el botén obtenido se
lavé con etanol al 75%, centrifugando a 8,000 rpm/7’ a 4°C, luego se sec6 el botén a
temperatura ambiente y se resuspendid en agua inyectable. Para eliminar estructuras
secundarias del RNA, se linealizé incubando a 70°C/10’%%7,

5.5.4 Determinacion de la integridad y cuantificacion del RNA

Se determiné la concentracion y pureza del RNA total mediante la medicién de la absorbancia
a 260y 280 nm de longitud de onda en espectrofotémetro UV-Vis (Thermo Scientific, Genesys
10S UV-Vis). La integridad del RNA se corroboré mediante una corrida electroforética en gel
de agarosa al 1%, cargando 2 uL de RNA mezclado con 2 plL de buffer de carga y 2 uL de TAE
1X; corriendo en camara de electroforesis durante 40’ a 70 volts. En el gel se observaron las
bandas 18S y 28S del RNA ribosomal (rRNA) que confirma la integridad. EI RNA se almacend a -
80°C hasta ser requerido.

5.5.5 Sintesis de DNA complementario (cDNA)

El cDNA de los pacientes, individuos sanos y lineas celulares, se sintetizd a partir de 2500 ng
de RNA total a un volumen final de 25 pL. EI RNA se mezclé con 1 pL de Oligo dT (PROMEGA,
Madison WI, USA) y el volumen correspondiente de H,0 inyectable; se incubd a 70°C/10’.
Luego se anadieron 6 pL de buffer 5X (250 mM Tris-HCl, pH=8.4, 500 mM KCl, 25 mM MgCl2,
10mM DTT) (PROMEGA, Madison WI, USA), 3 pL de dNTPs 10 uM (Invitrogen, Life
Technologies Carlsbad, CA) y 1 uL de transcriptasa reversa MML-V (200 U/uL) (PROMEGA,
Madison WI, USA) incubando a 37°C/50’. La enzima MML-V se inactivé incubando la muestra a
70°C/10".

En el caso de los pacientes con LMC en la reverso transcripcién se agregd 1.5 puL de oligo
especifico 3’ (Reverse) del transcrito de BCR-ABL M siguiendo las condiciones ya mencionadas.

El cDNA se almacend a -80°C hasta su utilizacion.
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5.5.6 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, polimerase chain reaction) de
biomarcadores

Las reacciones de amplificacidn de los biomarcadores se prepararon de la siguiente manera.

Tabla 18. Composicion de los sistemas de PCR para biomarcadores.

)4 MgCl, | dNTPs | Oligo Fw Oligo Rw DNA Volumen

Buffer (25mM)| (10mM)| (10 uM) (10 uM)  Polimerasa eb final
GAPDH
B-2-M

BCR-ABL M

E2A-PBX1

TEL-AML1

AF4-MLL 25puL | 12.3uL | 03 L 0.4 uL 0.4 uL 0.1plL 1.5 uL 11 pL
PML-RARa
AML-ETO
MAGE-A3
ABC-B1
ABC-G2
NY-ESO1 0.4 L 0.7 uL 0.7 uL 11.9 uL
BCR-ABLm | 3.8 uL | 1.2 uL | 0.6 pL 0.6 pL 0.6 pL 20 pL

Se utilizé GAPDH y B-2-Microglobulina como genes constitutivos para determinar integridad
del material genético de cada muestra analizada. Las condiciones de amplificacion se
describen con mas detalle en la Tabla 19.

Tabla 19. Perfiles térmicos para amplificacion de biomarcadores.

Gen Fragmento(pb) Condiciones de amplificacion
GAPDH 221
B2M 397
BCR-ABL M 304 Desnaturalizacién: 94°C/5’.
TEL-AML1 103 Amplificacion: 94°C/45”,
AF4-MLL 156 60°C/45", 72°C/45”
E2A-PBX1 105 Elongacidn: 72°C/10".
PML-RARa 127 Templado: 4°C /10’
ABC-B1 221
ABC-G2 206
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MAGE-A3 725 Desnaturalizacion: 94°C/5’. Amplificacion: 94°C/45”, 60°C/45”, 72°C/45"
NY-ESO1 302 (35 ciclos), Elongacién: 72°C/10’, Templado: 4°C/10’.

BCR-ABL m 150 Desnaturalizaci.c')n: 94°C/5". A.rr’1plificz:\cién:,94°c/45”, 56"°C/45"', 72°C/45”
(35 ciclos), Elongacion: 72°C/10’, Templado: 4°C/10’.

AMLL-ETO 95 Desnaturalizacién: 94°C/5’. Amplificacion: 94°C/45”, 61.7°C/45”, 72°C/

45" (35 ciclos), Elongacién: 72°C/10’, Templado: 4°C/10'".

5.5.7 qRT-PCR para genes de resistencia a drogas ABC-B1 Y ABC-G2

Para establecer los niveles de expresion de los genes de resistencia a drogas, se usaron 1.5
pL de cDNA, 10 uL de SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Life Technologies),
0.2 uL de oligo Forward (10 uM) y 0.2 uL de oligo Reverse (10 uM) a un volumen final de
20 pL ajustado con agua libre de nucleasas (NFW, Nuclease Free Water). El perfil térmico
utilizado fue el mismo que se utilizé para PCR punto final. Se utilizé6 como gen endégeno B-
2-microglobulina y como muestra de referencia K562. La determinacion de los niveles de
expresion se obtuvieron con el método de AACt en el equipo Step One™ Applied

Biosystems®.
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6 RESULTADOS

Se incluyé una poblacién de 90 pacientes del servicio de hematologia del HGM (37 con LAL, 18
con LAM, 24 con LMC y 11 con LMC Subsecuentes); de los cuales 14 pacientes con LAL fueron
excluidos del estudio (13 por ausencia de expediente clinico y 1 por material bioldgico
insuficiente). Dos pacientes mas fueron excluidos por material genético insuficiente (un
paciente con LAM y otro con LMC). Por lo tanto, la poblacién final fue de 74 pacientes (23 con
LAL, 17 con LAM, 23 con LMCy 11 con LMC Subsecuentes).

6.1 ANALISIS DE LA INTEGRIDAD DEL MATERIAL GENETICO

Se aisld6 RNA de la totalidad de las muestras, observando las bandas caracteristicas del RNA
ribosomal 28S y 18S (Figura 22)

1 2 3 4 5 6 7 8 9

28S
18S

Figura 22. Determinacidn de la integridad de RNA. Carril 1-3: lineas celulares; carril 4-6 individuos sanos;
carril 7-9: pacientes.

La eficiencia de la sintesis de cDNA se corrobord amplificando los genes B-2-microglobulina
(B-2-M) y GAPDH (394 pb y 221 pb respectivamente).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

500 pb B-2-M

200 pb GAPDH

Figura 23. Amplificacion de los genes constitutivos genes B-2-microglobulina y GAPDH. Carril 1: Marcador
de peso molecular (MPM); carril 2: Control positivo (K562); carril 3: Control negativo (H20); carril 4 — 6:
lineas celulares; carril 7 -9: individuos sanos; carril 10 - 12: Muestras problema (lineas celulares, individuos
sanos y pacientes).

600 pb

200 pb

Figura 24. Controles de reaccion. Carril 1: Marcador de peso molecular (MPM); carril 2: B-2-microglobulina
(-) y GAPDH (-); carril 3: BCR-ABL M(-); carril 4: BCR-ABL m (-); carril 5: E2A-PBX1(-); carril 6: TEL-AML1(-);
carril 7: AF4-MLL1(-); carril 8: PML-RARa(-); carril 9: AML1-ETO(-); carril 10: MAGE-A3(-); carril 11:
NY-ESO1(-); carril 12: ABC-B1 (-); carril 13: ABC-G2 (-).
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500 pb

200 pb

Figura 25. Controles positivos obtenidos a partir de la linea celular K562. A) Control positivo BCR-ABL M.
Carril 1: Marcador de peso molecular (MPM); carril 2: B-2-microglobulina (397 pb) y GAPDH (221pb); carril 3:
control de reaccidn; carril 4: BCR-ABL M (304 pb). B) Controles positivos ATC. Carril 1: Marcador de peso
molecular (MPM); carril 2: B-2-microglobulina (397 pb) y GAPDH (221 pb); carril 3: control de reaccién; carril
4: MAGE-A3 (725 pb); carril 5: NY-ESO1 (302 pb). C) Controles positivos ABC. Carril 1: Marcador de peso
molecular (MPM); carril 2: B-2-microglobulina (397 pb) y GAPDH (221 pb); carril 3: control de reaccion; carril
4: ABC-B1 (201 pb); carril 5: ABC-G2 (206 pb).

1 2 3 4 5 1 p 3
A B
600 pb 600 pb
200 pb 200 pb

Figura 26. Controles positivos de translocaciones en leucemias agudas. A) Controles positivos de LAL. Carril
1: Marcador de peso molecular (MPM); carril 2: BCR-ABL m (150 pb); carril 3: TEL-AML1 (103 pb); carril 4:
E2A-PBX1 (105 pb); carril 5: AF4-MLL (156 pb). B) Controles positivos de LAM. Carril 1: Marcador de peso

molecular (MPM); carril 2: PML-RARa (127 pb), AML1-ETO (95 pb)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

600 pb

200 pb

Figura 27. Biomarcadores en individuos sanos. Carril 1: Marcador de peso molecular (MPM); carril 2: B-2-

microglobulina (397pb) y GAPDH (221); carril 3: BCR-ABL M(-); carril 4: BCR-ABL m (-); carril 5: E2A-PBX1(-);

carril 6: TEL-AML1(-); carril 7: AF4-MLL1(-); carril 8: PML-RARa(-); carril 9: AML1-ETO(-); carril 10: MAGE-A3
(-); carril 11: NY-ESOA1(-); carril 12: ABC-B1 (201 pb); carril 13: ABC-G2 (206 pb).
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6.2 EXPRESION DE GENES DE FUSION, ANTIGENOS TESTICULARES DE CANCER (ATC) Y
GENES DE RESISTENCIA A DROGAS (ABC) EN MEDULA OSEA (MO) NORMOCELULAR Y
DONADORES SANOS

Se corrobord que no existe expresion de los biomarcadores (a excepcion de los genes ABC), en
individuos sanos, esto al determinar el panel en SP de 10 donadores clinicamente sanos y 6
MO normocelulares, como se muestra en la Figura 27.

Para los genes ABC, se determind un rango de expresién normal para ABC-B1 y ABC-G2 en 68
muestras de donadores sanos mediante gRT-PCR para obtener niveles de expresion
fisioldgicos.

Se determind que el 36.8% (25/68) de los individuos sanos tuvieron ausencia deABC-B1, y
63.2% (43/68) fueron positivos, presentando un nivel medio de expresidon de 0.298 (rango
0.143 — 0.528) (Grafico 1). El valor de los percentiles fue p25=0.184, p50=0.274 y p75= 0.396,
siendo p75 el valor el limite superior para considerar valores de expresidon normales (Grafico
2).

El gen ABC-G2 estuvo ausente en 29.4% (20/68) de los individuos, es decir, fue positivo en el
70.6% (48/68), con un nivel medio de expresién de 0.481 (0.283 — 0.647) (Grafico 1). El valor
de los percentiles fue p25= 0.283, p50= 0.488, p75= 0.647, siendo el valor de p75 el limite
superior para considerar valores de expresion normales (Grafico 2).

Realizando una comparacién grafica de los niveles de ABC-B1 vs ABC-G2 en individuos sanos
se observa el siguiente comportamiento.

Grafico 1. Determinacion de los niveles de expresion de los genes ABC en donadores sanos.
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Grafico 2. Determinacidn de cuartiles de los valores de expresion de genes ABC en donadores sanos.

0.2 1
_L l

Niveles de expresion relativa ABC-B1/B-2-M; ABC-G2/B-2-M

ABC-B1 Sanos ABC-G2 Sanos

6.3 CARACTERIZACION EPIDEMIOLOGICA Y CLINICO-PATOLOGICA DE PACIENTES CON

LEUCEMIA AGUDA LINFOIDE (LAL)

Se llevd a cabo el estudio de una poblacién de 23 pacientes (15 hombres y 8 mujeres),
procedentes de diversas regiones del pais, siendo predominantes (30.4%) los pacientes

procedentes del Estado de México (7/23) (Grafico 3).

Grafico 3. Lugares de procedencia de los pacientes con LAL (n=23)

= D.F.

= Estado de México
Guerrero

= Michoacan

= Hidalgo
Tlaxcala

m Veracruz

= No referida

La media de edades de los sujetos fue de 34.1 afios (18 - 61 afios), siendo el intervalo de 21 a

30 afos el que mas elementos conjuntd (Grafico 4).
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Grafico 4. Distribucion de pacientes con LAL por rango de edades (n=23)
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El 39.1% (9/23) de los individuos analizados refirieron contacto con agentes toxicos
(alcoholismo, tabaquismo, exposicién a fertilizantes, radiacién, herbicidas, insecticidas,
marihuana y solventes); 8.7% (2/23) reportaron historial familiar de céncer; un paciente
(4.3%) presentd co-morbilidad con Diabetes Mellitus tipo 2 e Hipertension Arterial Sistémica,
aunado con alcoholismo; y el 47.8% restante (11/23) no refiere antecedentes heredo-
familiares, co-morbilidades o contacto con agentes toxicos de riesgo (Grafico 5).

Grafico 5. Antecedentes personales en pacientes con LAL (n=23).

= Agentes predisponentes + Co-morbilidades

m Historial familiar de cancer

= Agentes predisponentes

= Sin antecedentes heredofamiliares y
personales

El estudio citomorfolégico e inmunoldgico determind que el 100% de los casos fueron
Leucemia Aguda Linfoide del tipo L-2, de los cuales 52.2% (12/23) fueron de linaje B, un 17.4%
(4/23) de tipo pre-B temprano; 4.3% (1/23) de linaje T, y 26.1% (6/23) no contaban con
inmunofenotipo que definiera el linaje linfocitario afectado (Gréfico 6).
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Grafico 6. Clasificacion inmunoldégicade los pacientes con LAL (n=23).
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En sus cuentas leucocitarias se encontré un valor medio de 77.7 x 103leucocitos/uL (0.4 —
406.2 x 103 leucocitos/pL), hallando a 17.4% (4/23) co cuenta leucocitaria normal, 8.7% (2/23)
leucopenia 'y 73.9% (17/23) leucocitosis (Tabla 20).

En el conteo diferencial se hallaron cifras de blastos en SP en el 52.2% (12/23) de los
pacientes, con una media de 32.7% (0 - 99%) (Tabla 20).

Los valores de hemoglobina tuvieron una media de 8.5 g/dL (3.4 — 14.1 g/dL) (Tabla 20),
presentandose anemia en 91.3% (21/23) de los casos; y valores normales en el 8.7% (2/23)

(Grafico 7).

Grafico 7. Hemoglobina (g/dL) al diagndstico en pacientes con LAL (n=23).
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Las plaquetas tuvieron un valor medio de 53.5 x 103/uL (5 - 227 x 103/uL) (Tabla), encontrando
trombocitopenia en 87% (20/23) de los pacientes y 13% (3/23) con valores normal (Grafico 8).
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Grafico 8. Plaquetas x 103/l al diagndstico de pacientes con LAL (n=23).
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Los valores de deshidrogenasa lactica (DHL) tuvieron una media de 935.8 U/L (125 -5360 U/L)
(Tabla 20), encontrando 21.7% (5/23) de los pacientes con valores normales y 78.3% (18/23)
con valores elevados.

La frecuencia de las organomegalias presentadas por los pacientes se distribuyd como se
describe en el Gréfico 9.

Grafico 9. Organomegalias en pacientes con LAL (n=23)
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En las pruebas citogenéticas, se hallé a 17.4% (4/23) de los pacientes con cariotipo normal (46
X,X 6 46 X,Y), 8.7% (2/23) con hiperdiploidias (48 — 60 cromosomas y >100 cromosomas), 4.3%
(1/23) con hipodiploidia (38 — 45 cromosomas), 4.3% (1/23) no fueron valorables por ausencia
de metafases y 65.2% no presentaron el estudio (Tabla 20).
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Tabla 20. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes con LAL (n=23) del HGM.

Edad (afios)

Sexo
Leucocitos

(x 10*/uL)

%Blastos
Hemoglobina

(g/dL)
Plaquetas

DHL (U/L)
Esplenomegalia
Hepatomegalia
Adenomegalia

Inmunofenotipo

Citogenética

18-20
21-30
31-40
41-50
51-60
>60
Masculino
Femenino

<30
>30

<500
>500
Si
No
Si
No
Si
No
No realizado
Linaje B
Pre B -Temprana
Linaje T
No realizado
No valorable
Normal
Hiperdiploidia
Hipodiploidia

N (%)

3(13)
8 (34.8)
5(21.7)

3(13)

3(13)

1(4.3)
15 (65.2)
8 (34.8)

11 (47.8)
12 (52.2)

13 (56.5)
10 (43.5)
4(17.4)
19 (82.6)
4(17.4)
19 (82.6)
9(39.1)
14 (60.9)
6 (26.1)
12 (52.2)
4(17.4)
1(4.3)
15 (65.2)
1(4.3)
4(17.4)
2(8.7)
1(4.3)

Media

53.5

77.7

32.6
8.5

53.5
935.8

Minimo

18

0.4

Maximo

61

406.2

99
14.1

227
5360

6.4 FRECUENCIA DE LA EXPRESION DE BIOMARCADORES MOLECULARES EN PACIENTES

CON LAL

El 26.1 % (6/23) de los pacientes expresaron por lo menos un gen de fusién, siendo BCR-ABL m
el de mayor frecuencia con 17.4% (4/23); seguido de E2A-PBX1 y TEL-AML1 con 4.3%
respectivamente (1/23) y AF4-MLL al igual que los ATC estuvieron ausentes (Tabla 21). Es de
suma importancia mencionar que en el laboratorio en donde se realizé este estudio, el Unico
marcador que se determina rutinariamente en los pacientes con LAL es BCR-ABL m.
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Para los genes de resistencia a drogas, ABC-B1 tuvo una frecuencia de 60.9% (14/23) y ABC-
G2 de 43.5% (10/23) (Grafico 10, Tabla 21).

Grafico 10. Expresion de biomarcadores en pacientes con LAL (n=23)
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Se detectd que el 21.7% (5/23) de pacientes presentaron co-expresidén de al menos un gen de
fusién y al menos un gen de resistencia a drogas; siendo 8.7% (2/23) los pacientes que
expresaron BCR-ABL m y co-expresion con ABC-B1 y ABC-G2; 4.3% (1/23) presento co-
expresion de BCR-ABL m y ABC-B1; 4.3% (1/23) co-expreso TEL-AML1 con ABC-B1 y ABC-G2;
4.3% (1/23) se encontrd con expresion de E2A-PBX1 y ABC-B1; y 4.3% (1/23) presentd BCR-
ABL m sin expresion de genes de resistencia a drogas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

500 pb
200 pb

Figura 28. Determinacion de biomarcadores en paciente con LAL. Carril 1: Marcador de peso molecular
(MPM); carril 2: B-2-microglobulina (394 pb) y GAPDH (221 pb); carril 3: BCR-ABL M(-); carril 4: BCR-ABL m
(150 pb); carril 5: E2A-PBX1(-); carril 6: TEL-AML1(-); carril 7: AF4-MLL1(-); carril 8: PML-RARa(-); carril 9:
AML1-ETO(-); carril 10: MAGE-A3(-); carril 11: NY-ESO1(-); carril 12: ABC-B1 (201 pb); carril 13: ABC-G2 (206
pb).

Por ultimo, 30.4% (7/23) no presentaron expresion de ningin biomarcador (Tabla 21)
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Tabla 21. Expresion de genes de fusion, ATC y genes ABC en pacientes con LAL (n=23)

Biomarcadores

BCR BCR TEL E2A AF4 PML AML1 MAGE NY ABC ABC
ABLM ABLm AML1 PBX1 MLL1 RARa ETO A3 ESO1 Bl G2

LAL-1 - + - - - - - - -
LAL-2 - - - - - - - - -
LAL-3 - - - + - - - - -
LAL-4 - - - - - - - - -
LAL-5 - - - - - - - - - -
LAL-6 - - - - - - - - -
LAL-7 - - - - - - - - - -
LAL-8 = = = = = = = = = = =
LAL-9 - + - - - - - - -
LAL-10 - - - - - - - - -
LAL-11 - + - - - - - - - - -
LAL-12 - - - - - - - - -
LAL-13 - - - - - - - - - - -
LAL-14 - - - - - - - - - + -
LAL-15 - - + - - - - - - +
LAL-16 = = = = = = = = = = =
LAL-17 - - - - - - - - - - -
LAL-18 - - - - - - - - - - -
LAL-19 - - - - - - - - -
LAL-20 = = = = = = = = =
LAL-21 - - - - - - - - - - -
LAL-22 - + - - - - - - - + -
LAL-23 - - - - - - - - - + +

+ + + + + + +
+ + + + + T

+
|

6.5 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE LOS GENES DE RESISTENCIA A
DROGAS (ABC) EN PACIENTES CON LAL POR qRT-PCR

Con el estudio de qRT-PCR se encontré que ABC-B1 estuvo sobreexpresado en 21.7% (5/23),
tuvo niveles normales en 39.1% (9/23), y estuvo ausente en 39.1% (9/23) (Grafico 11).
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Grafico 11. Comparacion de los niveles de expresion del gen ABC-B1 en donadores sanos (n=68) vs
pacientes LAL. (n=23)
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Grafico 12. Determinacion y comparacion de cuartiles de los niveles de expresion de ABC-B1 en donadores
sanos (n=68) vs pacientes LAL. (n=23)
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Para el caso de ABC-G2 se determind sobreexpresado en 4.3% (1/23), expresado de manera
normal en 39.1% (9/23), y ausente en 56.2% (13/23) (Grafico 13).
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Grafico 13. Comparacion de los niveles de expresion del gen ABC-G2 en donadores sanos (n=68) vs
pacientes LAL (n=23).
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Grafico 14. Determinacion y comparacion de cuartiles de los niveles de expresion de ABC-G2 en
donadores sanos (n=68) vs pacientes LAL (n=23).
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Se observé también que 13% (3/23) de la poblacidon presenté ABC-B1 sobreexpresado con
ABC-G2 normal, 8.7% (2/23) ABC-B1 sobreexpresado y ABC-G2 ausente, 17.4% (4/23) ABC-B1
y ABC-G2 normales, 17.4% (4/23) ABC-B1 normal y ABC-G2 ausente, 4.3% (1/23) ABC-B1
normal y ABC-G2 sobreexpresado, y 8.7% (2/23) ABC-G2 normal con ABC-B1 ausente (Tabla
22).
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Tabla 22 Niveles de expresion de los genes de resistencia a drogas (ABC) pacientes con LAL (n=23).

Pacientes

LAL-1
LAL-2
LAL-3
LAL-4
LAL-5
LAL-6
LAL-7
LAL-8
LAL-9
LAL-10
LAL-11
LAL-12
LAL-13
LAL-14
LAL-15
LAL-16
LAL-17
LAL-18
LAL-19
LAL-20
LAL-21
LAL-22
LAL-23

Expresion relativa de genes

de resistencia a drogas

Nivel de expresion

relativa
ABC-B1/B-2-M

0.100
0.193
0.292
0.945

0
0.425

0

0
0.159
0.169

0.751

0.096
0.425

0.308
0.146

0.266
0.733

Estratificacion

Normal
Normal
Normal
Sobreexpresion
Ausente
Sobreexpresion
Ausente
Ausente
Normal
Normal
Ausente
Sobreexpresion
Ausente
Normal
Sobreexpresion
Ausente
Ausente
Ausente
Normal
Normal
Ausente
Normal
Sobreexpresion

Nivel de expresion

relativa
ABC-G2/B-2-M
0.361
0.149

Estratificacion

Normal
Normal
Ausente
Ausente
Normal
Normal
Normal
Ausente
Normal
Normal
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
Normal
Ausente
Ausente
Ausente
Sobreexpresion
Ausente
Ausente
Ausente
Normal

Grafico 15. Niveles de expresion de los genes de resistencia a drogas (ABC) en
pacientes con LAL (n=23)
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En cuanto a co-expresion de genes de fusion y genes de resistencia a drogas, 8.7% (2/23) tuvo
expresion de BCR-ABL m con ABC-B1 y BC-G2 normales; 4.3% (1/23) expresé BCR-ABL m y
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ABC-B1 normal; 4.3% (1/23)fue positivo para TEL-AML1 con ABC-B1 sobreexpresado y ABC-G2
normal; y 4.3% (1/23) fue positivo para E2A-PBX1 con ABC-B1 normal.

6.6 CARACTERIZACION EPIDEMIOLOGICA Y CLINICO-PATOLOGICA DE
PACIENTES CON LEUCEMIA AGUDA MIELOIDE (LAM)

La poblacidn de estudio de LAM fue conformada por 17 pacientes (6 hombres y 11 mujeres),
con procedencia del Estado de México, Guerrero, Hidalgo, Michoacan, D.F. y 23.5% (4/17) no
especificaron su lugar de residencia. (Gréfico 16)

Grafico 16. Lugares de procedencia de los pacientes con LAM (n=17)
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La edad media de los pacientes fue de 38.5 afios (21 a 71 afios), siendo 21 a 30 afos el rango
de edad que mas elementos conjunta (Grafico 17).

Grafico 17. Distribucion de pacientes con LAM por rango de edades (n=17)
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La referencia de historial familiar de cdncer, asi como la presencia de co-morbilidades y
exposicidon a agente predisponentes se describe a detalle en el Gréfico 18
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Grafico 18. Antecedentes personales en pacientes con LAM (n=17).
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Los estudios de citomorfologia e inmunofenotipo determinaron la clasificacion FAB de los
casos de estudio, teniendo 17.6% (3/17) con LAM-M2, 58.8% (10/17) con LAM-M3, y 23.5%
(4/17) con LAM-M4 (Grafico 19).

m Sin antecedentes familiares ni personales

Grafico 19. Clasificacion FAB de los pacientes con LAM (n=17)

= LAM-M2
= LAM-M3
= LAM-M4

Al diagnéstico se encontré un valor medio de leucocitos de 41.3 x 103 /uL (0.8 - 190 x 103
leucocitos/uL), estableciendo que 41.2% (7/17) presentaron leucopenia, 52.9% (9/17)
leucocitosis y 5.9% (1/17) valores normales (Tabla 23).

Se reportd la presencia de blastos circulantes en 29.4% (5/17) de los pacientes, obteniéndose
un valor medio de 16.1 % (0 -94%) (Tabla 23).

La determinacion de hemoglobina mostré un valor medio de 8.5 g/dL (3.9 — 12.6 g/dL),
observando 82.4% (14/17) de los pacientes con anemia (Tabla 23).
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Grafico 20. Valores de Hemoglobina (g/dL) al diagnéstico en pacientes con LAM

(n=17).
14
12
10
I | | ® Hemoglobina (g/dL)
N » SN CINN D

N D S ‘ ) 5 o
\YQ »‘S \@ V\S\?@ \YQ »‘S \Y® 3@&@\,@ \Y® @ = é'\, ®'\,\?®

Hemoglobina (g/dL)

o N b O ©©

El valor medio de plaquetas fue de 69.8 x 103 /uL (5 — 522 x 103 plaquetas/uL), teniendo
a94.1% (16/17) de los pacientes con trombocitopenia y a 5.9% (1/17) con trombocitosis
(Grafico 21).

Grafico 21. Plaquetas x 103/l al diagnéstico de pacientes con LAM (n=23).
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Los valores de DHL tuvieron un valor medio de 440.6 U/L (137 — 1282 U/L), mostrando 11.8%
(2/17) de los sujetos con valores normales, 82.4% (14/17) con niveles elevados y al paciente
restante (5.9%) no se le realizé la determinacion (Tabla 23).

En los datos clinicos se hallé un 5.9% (1/17) de los pacientes con esplenomegalia, 5.9% (1/17)
con hepatomegalia y 5.9% (1/17) con adenomegalias, el resto de los pacientes no presentaron
organomegalias (Grafico 22).
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Grafico 22. Organomegalias halladas en pacientes con LAM (n=17)
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En los estudios citogenéticos se encontrd que 64.7% (11/17) de los pacientes no contaban con
el estudio, 29.4% (5/17) presentaron citogenética normal (46 X,X 6 X,Y), y 5.9% (1/17)

presentd hiperdiploidia (>50 cromosomas).

Tabla 23. Caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes con LAM (n=17).

N (%) Media Minimo Maximo
Edad (afios) 38.5 21 71
18-20 0
21-30 9(52.9)
31-40 2(11.8)
41-50 2 (11.8)
51-60 1(5.9)
>60 3(17.6)
Sexo Masculino 6 (35.3)
Femenino 11 (64.7)
Leucocitos 41.3 0.8 190
(x 103/uL)
<30 10 (58.8)
>30 7 (41.2)
%Blastos 16.1 0 94
Hemoglobina 8.5 3.9 12.6
(g/dL)
Plaquetas 69.8 5 522
DHL (U/L) 440.6 137 1282
No determinada 1(5.9)
<500 12 (70.6)
>500 4 (23.5)
Esplenomegalia Si 1(5.9)
No 16 (94.1)
Hepatomegalia Si 0
No 17 (100)
Adenomegalia Si 2 (11.8)
No 15 (88.2)
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Inmunofenotipo LAM-M2 3(17.6)
LAM-M3 10 (58.8)

LAM-M4 5(23.5)
Citogenética No realizado 11 (64.7)
Normal 5(29.4)

Hiperdiploidia 1(5.9)

6.7 FRECUENCIA DE LA EXPRESION DE BIOMARCADORES MOLECULARES EN
PACIENTES CON LAM

Se encontrd en la poblacion de estudio una frecuencia de expresion del gen de fusién PML-
RARa (isoforma bcrl) de 29.4% (5/17); AML1-ETO y los ATC no se hallaron en ninguno de los
17 pacientes.

En lo que se refiere a la expresidon de los genes de resistencia a drogas 52.9% (9/17) de los
pacientes expresaron al menos un gen de resistencia (ABC-B1 y/o ABC-G2), de los cuales
29.4% (5/17) tuvieron co-expresion de ambos, 47.5% (8/17) expresé ABC-B1y 35.3% (6/17)
ABC-G2 (Grafico 23).

Grafico 23. Expresion de Biomarcadores en pacientes con LAM (n=17)
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Biomarcadores

Se encontré en 5.9% (1/17) de los pacientes co-expresién de PML-RARa con ABC-B1 y ABC-
G2,y 23.5% (4/17) presentd solamente PML-RARa. El 47.1% de los pacientes no presentaron
expresion de ningun biomarcador (Tabla 24).
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Tabla 24. Expresion de genes de fusion, ATC y genes ABC en pacientes con LAM (n=17)

Biomarcadores

BCR BCR TEL E2A AF4 PML AML1 MAGE NY ABC ABC
ABLM ABLm AML1 PBX1 MLL1 RARa ETO A3 ESO1 B1 G2

LAM-1 - - - - - - - - - + -

LAM-2 - - - - - - - - - + -

LAM-3 - - - - - - - - - - -

LAM4 - - - - - - - - - - -

LAM-5 - - - - - - - - - - -

LAM-6 - - - - - - - - - - +
LAM-7 - - - - - - - - - +
LAM-8 - - - - - + - - - +
LAM-9 - - - - - - - - - +
LAM-10 - - - - -
LAM-11 - - - - -
LAM-12 - - - - - - - - - + +
LAM-13 - - - - - - - - - - -
LAM-14 - - - - - - - - - + +
LAM-15 - - - - - + - - - - -
LAM-16 = = = = = - - - - + +
LAM-17 - - - - - + - - - - -

6.8 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE LOS GENES DE
RESISTENCIA A DROGAS (ABC) EN PACIENTES CON LAM POR gRT-PCR

Con el estudio de qRT-PCR se pudo determinar ABC-B1 sobreexpresado en 23.5% (4/17),
normal en 23.5% (4/17), y ausente en 53% (9/17) (Grafico 24).

Grafico 24. Comparacion de los niveles de expresion del gen ABC-B1 en donadores sanos (n=68) vs
pacientes LAM. (n=17)

1.0
2
<& 0.9
L
o 0.8 ®
d °
2 0.7
©
2
E 0.6 1
g ° s
5 v
w
o 04 &
s )
S 03 x .
©
$ 0.2 o
E 4 :
= 0.1

ABC-B1 Sanos ABC-B1 LAM

Rafael Cerén Maldonado 62



Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan. UNAM

Grafico 25. Determinacion y comparacion de cuartiles de los niveles de expresion de ABC-B1 en donadores
sanos (n=68) vs pacientes LAM. (n=17)
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Se establecié también que ninguno de los 17 pacientes tuvieron sobreexpresion deABC-G2,
mientras que 35.3% (6/17) tuvo niveles normales, y 64.7% (11/17) lo tuvieron ausente
(Grafico 26).

Grafico 26. Comparacion de los niveles de expresion del gen ABC-G2 en donadores sanos (n=68) vs
pacientes LAM. (n=17)
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Grafico 27. Determinacion y comparacion de cuartiles de los niveles de expresion de ABC-G2 en
donadores sanos (n=68) vs pacientes LAM. (n=17)
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Se hallé 29.4% (5/17) con ABC-B1 sobreexpresado y ABC-G2 normal; 11.8% (2/17) con ABC-B1
y ABC-G2 normales; 5.9% (1/17) con ABC-B1 sobreexpresado; 11.8% (2/17) conABC-B1
normal; y 5.9% (1/17) expresé ABC-G2 de manera normal (Tabla 25).

Tabla 25. Niveles de expresion de los genes de resistencia a drogas (ABC) en pacientes con LAM (n=17)

Nivel de expresion Nivel de expresion

Estratificacion Estratificacion

Pacientes relativa relativa
ABC-B1/B-2-M ABC-G2/B-2-M

LAM-1 0.820 Sobreexpresiéon 0 Ausente
LAM-2 0.126 Normal 0 Ausente
LAM-3 0 Ausente 0 Ausente
LAM4 0 Ausente 0 Ausente
LAM-5 0 Ausente 0 Ausente
LAM-6 0 Ausente 0.420 Normal
LAM-7 0.117 Normal 0 Ausente
LAM-8 0.758 Sobreexpresion 0.471 Normal
LAM-9 0.279 Normal 0.339 Normal
LAM-10 0 Ausente 0 Ausente
LAM-11 0 Ausente 0 Ausente
LAM-12 0.150 Normal 0.094 Normal
LAM-13 0 Ausente 0 Ausente
LAM-14 0.559 Sobreexpresién 0.119 Normal
LAM-15 0 Ausente 0 Ausente
LAM-16 0.541 Sobreexpresion 0.561 Normal
LAM-17 0 Ausente 0 Ausente
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Grafico 28. Niveles de expresion de los genes de resistencia a drogas (ABC)
en pacientes con LAM (n=17)
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Se detectd que en un 5.9% (1/17) de los pacientes existié presencia de PML-RARa con ABC-B1
sobreexpresado y ABC-G2 normal; y 23.5% (4/17) expresé PML-RARa sin expresion de los
genes ABC1 y ABC-G2.

6.9 CARACTERIZACION EPIDEMIOLOGICA Y CLINICO-PATOLOGICA DE
PACIENTES CON LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA (LMC)

Para dicho estudio se incluyeron 23 pacientes (16 hombres y 7 mujeres), con una edad media
de 40.6 afios (18 - 67 anos) (Grafico 29).

Grafico 29. Distribucion de pacientes con LMC por rango de edad (n=23)
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Los pacientes fueron provenientes de diversos estados de la republica (D.F., Estado de México,
Guerrero, Hidalgo, Oaxaca, San Luis Potosi y una ubicacidn no referida) siendo predominantes
(12/23 =52.2%) los sujetos procedentes del Estado de México (Grafico 30).
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Grafico 30. Lugares de procedencia de los pacientes con LMC (n=23)
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La referencia de historial de cancer, co-morbilidades y exposicién a agentes predisponentes se
desglosan en el Grafico 31.

Grafico 31. Antecedentes personales en pacientes con LMC (n=23).
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Con el estudio de MO se determiné la fase de la enfermedad que cursaban los pacientes,
encontrando a 86.9% (20/23) en fase cronica, 8.7% (2/23) en crisis blasticay 4.3% (1/23) en
fase de acelerada (Grafico 32).

Grafico 32. Determinacion de la fase de enfermedad en pacientes con LMC (n=23)

® Cronica
m Crisis blastica
= Transformacion
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Para completar el diagndstico de LMC, es necesario hallar la t(9;22).Para tal fin se realizaron
las técnicas de FISH, citogenética y PCR en muestras de MO. Es de suma importancia
mencionar que al 47.8% (11/23) de los pacientes no se les realiz6 el estudio de FISH; 52.2%
(12/23) si lo presentaron, y dentro de estos pacientes,91.7% (11/12) resultd positivo para la
presencia de BCR-ABL M, en tanto que 8.3% (1/12) presentd resultado negativo para dicha
translocacion.

Respecto al estudio de citogenética, 26.1% (6/23) de los pacientes no lo presentaron, 56.2%
(13/23) no fueron valorables por ausencia de metafases; y solo 17.4% (4/23) tuvieron
resultado del estudio; de los cuales 75% (3/4) se hallaron positivos para la t(9;22) y 25% (1/4)
tuvo un cariotipo normal (46 X, Y).

Tabla 26. Deteccion de la translocacion t (9;22) en pacientes con LMC por diversos métodos diagndsticos.

Pacientes FISH Citogenética Deteccidn de t(9;22) Deteccidn de t(9;22)
(Sin biologia molecular)  (Con biologia molecular)
LMC-1 + NV Si Si
LMC-2 NP NV No Si
LMC-3 NP NP No Si
LMC-4 NP + Si Si
LMC-5 + NV Si Si
LMC-6 NP NP No Si
LMC-7 + NV Si Si
LMC-8 - NV No Si
LMC-9 + NV Si Si
LMC-10 NP NP No Si
LMC-11 NP NP No Si
LMC-12 NP NV No Si
LMC-13 NP + Si Si
LMC-14 + NV Si Si
LMC-15 + NV Si Si
LMC-16 + NV Si Si
LMC-17 + - Si Si
LMC-18 + NV Si Si
LMC-19 + + Si Si
LMC-20 NP NP No Si
LMC-21 NP NV No Si
LMC-22 + NP Si Si
LMC-23 NP NV No Si

*NP= No Presenta
**NV= No Valorable

En la biometria hematica se encontrd que ningln paciente tuvo cifras normales de leucocitos,
ya que el 100% (23/23) presentaron leucocitosis con un valor medio de 233.6 x 10% /uL (23.3 x
103 - 524.3 x 103 leucocitos/uL) (Tabla 27).

La cuenta diferencial de blastos promedio fue de 6.3% (0 a 46%), aunque Unicamente 73.9%
(17/23) presentd blastos en SP con un promedio de 8.6% (1 a 46%) (Grafico 33)
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Grafico 33. Blastos presentes (%) al diagnéstico en pacientes con LMC (n=23)
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El valor medio de hemoglobina fue de 12.6 g/dL (9.8 — 14.3 g/dL), teniendo 91.3% (21/23) de
los pacientes con anemia (Tabla 27).

La cuenta plaquetaria tuvo una media de 712.5 x 103 plaquetas/uL (81 - 3221 x 103
plaguetas/uL), teniendo a 4.3% (1/23) de los pacientes con trombocitopenia, 39.1% (9/23) con
trombocitosis y 56.5% (13/23) con valores normales (Tabla 27).

Las cifras de DHL tuvieron un valor medio de 721.6 U/L (90 — 1744 U/L) (Tabla 27)

La presencia de organomegalias en los pacientes se desglosa en el Gréfico 34.

Grafico 34. Organomegalias halladas en pacientes con LMC (n=23)
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Con los hallazgos clinicos y de laboratorio, se pudo determinar el grupo de riesgo segun el
puntaje Sokal, en donde se encontré que 69.6% (16/23) de los pacientes cayeron en un grupo
de riesgo bajo, 8.7% (2/23) se ubicaron en el grupo de riesgo intermedio y 21.7% (5/23)
correspondieron a un grupo de alto riesgo (Grafico 35).
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Grafico 35. Estratificacion de pacientes con LMC de acuerdo a la escala de
riesgo Sokal (n=23)

® Riesgo bajo
Riesgo intermedio

m Alto riesgo

Tabla 27. Caracteristicas de laboratorio de los pacientes con LMC (n=23) del HGM.

N (%) Media Minimo Maximo
Edad (afios) 40.6 18 67
18-20 3 (13)
21-30 2(8.7)
31-40 5(21.7)
41-50 8 (34.8)
51-60 3(13)
>60 2(8.7)
Sexo Masculino 16 (69.6)
Femenino 7 (30.4)
Leucocitos
(x 10%/ul) 233.6 23.3 524.3
<30 1(4.3)
>30 22 (95.7)
%Blastos 6.3 0 46
Hemoglobina
(g/dL) 10.1 9.9 11.2
Plaquetas 712.5 81 3221
DHL (U/L) 721.6 90 1744
<500 7 (30.4)
>500 16 (69.6)
Esplenomegalia o L3y
No 5(21.7)
. Si 3(13)
Hepatomegalia No 20 (87)
. Si 3 (13)
Adenomegalia No 20 (87)
Normal 1(4.3)
FISH t(9;22) 11 (47.8)
No realizado 11 (47.8)
Normal 1(4.3)
. o t(9;22) 3 (13)
Citogenctica No valorable 13 (56.5)
No realizado 5 (26.1)
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6.10 FRECUENCIA DE LA EXPRESION DE BIOMARCADORES MOLECULARES EN
PACIENTES CON LMC

BCR-ABL M se encontrd en el 100% (23/23) de los pacientes, no se encontrd expresion de
ningun otro gen de fusién, ni de los ATC.

En cuanto a la expresion de los genes de resistencia a multidrogas, 52.2% (12/23) de los
pacientes expresaron al menos un gen de resistencia (ABC-B1 y/o ABC-G2), de los cuales el
17.4% (4/23) de los pacientes co-expresaron ambos, ABC-B1 se encontrd en 26.1% (6/23) y
ABC-G2 en 47.8% (11/23) (Gréfico 36).

Grafico 36. Expresion de biomarcadores en pacientes con LMC (n=23)
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Se encontré que: 52.2% (12/23) co-expresé BCR-ABL M con al menos un gen de resistencia a
drogas; siendo 21.7% (5/23) los que expresaron BCR-ABL M con los dos genes de resistencia a
drogas; 4.3% (1/23) expresé BCR-ABL M y ABC-B1; y 26.1% (6/23) tuvo expresién de BCR-ABL
M y ABC-G2 (Tabla 28).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

500 pb

200 pb

Figura 29. Panel de biomarcadores en paciente con LMC. Carril 1: Marcador de peso molecular (MPM);
carril 2: B-2-microglobulina (+) y GAPDH (+); carril 3: BCR-ABL Mayor (304 pb); carril 4: BCR-ABL Menor (-);
carril 5: E2A-PBX1 (-); carril 6: AF4-MLL (-); carril 7: TEL-AML1 (-); carril 8: PML-RARa (-); carril 9: AML1-ETO

(-); carril 10: NY-ESO1, (-); carril 11: MAGE-A3 (-); carril 12: ABC-B1 (201 pb);carril 13: ABC-G2 (206 pb).

En el 47.8% (11/23) de los pacientes se hallé expresion de BCR-ABL M sin expresion de algun
gen de resistencia a drogas (Tabla 28).
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Tabla 28. Expresion de genes de fusion, ATC y genes ABC en pacientes con LMC (n=23)

Biomarcadores

BCR BCR TEL E2A AF4 PML AML1 MAGE NY ABC ABC
ABLM ABLm AML1 PBX1 MLL1 RARa ETO A3 ESO1 Bl G2

LMC-1
LMC-2
LMC-3
LMC-4
LMC-5
LMC-6
LMC-7
LMC-8
LMC-9
LMC-10
LMC-11
LMC-12
LMC-13
LMC-14
LMC-15
LMC-16
LMC-17
LMC-18
LMC-19
LMC-20
LMC-21
LMC-22
LMC-23

+ F + + + F F o+ o+ o+ A+ o+ A+ F o+ o+ A+ + o+
1
1
1
1
1
1
1
1

También se determind la isoforma del transcrito de BCR-ABL M, hallando 56.5% (13/23) con la
isoforma b3a2; 34.8% (8/23) con b2a2, y el 8.7% (2/23) con ambas (b3a2 y b2a2).

Grafico 37. Frecuencia de las isoformas del transcrito BCR-ABL M en pacientes con
LMC (n=23).

® b3a2
® b2a2

b3a2 - b2a2
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6.11 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE LOS GENES DE
RESISTENCIA A DROGAS (ABC) EN PACIENTES CON LEUCEMIA MIELOIDE
CRONICA (LMC) POR gRT-PCR

Con el estudio de gRT-PCR se pudo determinar que ABC-B1 estuvo sobreexpresado en 13%
(3/23) de los pacientes, normal en 13% (3/23),y 73.9% (17/23) lo tuvo ausente (Gréafico 38).

Grafico 38. Comparacion de los niveles de expresion del gen ABC-B1 en donadores sanos (n=68) vs
pacientes LMC. (n=23)
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Grafico 39. Determinacion y comparacion de cuartiles de los niveles de expresion de ABC-B1 en donadores
sanos (n=68) vs pacientes LMC. (n=23)
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Se establecié también que 8.7% (2/23) de los pacientes tuvieron sobreexpresion de ABC-G2,
mientras que 39.1% (9/23) tuvo niveles normales, y 52.2% (12/23) lo tuvieron ausente
(Grafico 40).

Grafico 40. Comparacion de los niveles de expresion del gen ABC-G2 en donadores sanos (n=68) vs
pacientes LMC. (n=23)

1.0
EI [ ]
N 0.9
o
S~
G 081 ° °
(@]
Q 0.7 S
<
£ ate
£ oo 3 :
(1]
° $
E 0.5 1 '
] o
g 04 () .
o
¢ @ g
(9]
T 0.2
9 i} o
< 011 L
=2

0.0

ABC-G2 Sanos ABC-G2 LMC

Grafico 41. Determinacion y comparacion de cuartiles de los niveles de expresion de ABC-B1 en donadores
sanos (n=68) vs pacientes LMC. (n=23)
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El 21.7% (5/23) de los pacientes con LMC cuentan con al menos un gen de resistencia a drogas
sobreexpresado; 8.7% (2/23) presenté ABC-B1 sobreexpresado y ABC-G2 normal; 4.3% (1/23)
ABC-B1 sobreexpresado y ABC-G2 ausente; 13% (3/23) ABC-B1 y ABC-G2 normales; 8.7%
(2/23) ABC-G2 sobreexpresado; y 17.4% (4/23) ABC-G2 normal (Tabla 29).
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Tabla 29. Niveles de expresion de los genes de resistencia a drogas (ABC) en pacientes con LMC (n=23)

Nivel de expresién Nivel de expresion

Estratificacion Estratificacion

Pacientes relativa ABC-B1 relativa ABC-G2
LMC-1 0 Ausente 0 Ausente
LMC-2 0 Ausente 0 Ausente
LMC-3 0 Ausente 0 Ausente
LMC-4 0 Ausente 0 Ausente
LMC-5 0.559 Sobreexpresion 0.118 Normal
LMC-6 0 Ausente 0 Ausente
LMC-7 0 Ausente 0.232 Normal
LMC-8 0 Ausente 0.44 Normal
LMC-9 0.191 Normal 0.365 Normal
LMC-10 0.171 Normal 0.602 Normal
LMC-11 0 Ausente 0 Ausente
LMC-12 0 Ausente 0.123 Normal
LMC-13 0.455 Sobreexpresion 0.169 Normal
LMC-14 0 Ausente 0 Ausente
LMC-15 0 Ausente 0 Ausente
LMC-16 0 Ausente 0 Ausente
LMC-17 0 Ausente 0.811 Sobreexpresion
LMC-18 0 Ausente 0.244 Normal
LMC-19 0.293 Normal 0.104 Normal
LMC-20 0 Ausente 0.982 Sobreexpresion
LMC-21 0 Ausente 0 Ausente
LMC-22 0 Ausente 0 Ausente
LMC-23 0.557 Sobreexpresion 0 Ausente

Grafico 42. Niveles de expresion de los genes de resistencia a drogas
(ABC) en pacientes con LMC (n=23)
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El 8.7% (2/23) de los pacientes presentd expresion de BCR-ABL M con ABC-B1 sobreexpresado
y ABC-G2 normal; 4.3% (1/23) fue positivo para BCR—ABL M con ABC-B1 sobreexpresado y
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ABC-G2 ausente; 13% (3/23) expresé BCR-ABL M y ABC-B1 y ABC-G2 normales; 8.7% (2/23)
fue positivo para BCR-ABL con ABC-G2 sobreexpresado y ABC-B1 ausente; y 17.4% (4/23) fue
positivo para BCR-ABL M con ABC-G2 normal.

6.12 CARACTERIZACION EPIDEMIOLOGICA Y CLINICO-PATOLOGICA DE
PACIENTES CON LMC SUBSECUENTE (SUB) AL MOMENTO DEL DIAGNOSTICO

Con el fin de determinar el alcance y la eficacia del panel de biomarcadores, se determiné en
pacientes diagnosticados con LMC en tratamiento. Para lo cual se incluyd una poblacién de 11
individuos (6 hombres y 5 mujeres), con una edad media de 34.5 afios (19 - 66 afios) (Grafico
43).

Grafico 43. Distribucion de pacientes con LMC SUB por rango de edades
(n=11)
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El afo en que se llevd a cabo el ingreso del paciente para el diagndstico de su padecimiento
fue variable, tal como lo demuestra el Grafico 44.

Grafico 44. Ao de diagnéstico de los pacientes con LMC SUB (n=11)
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La poblacién de estudio fue proveniente del D.F., Estado de México, Guerrero y Puebla, siendo
36.4% (4/11) procedentes del Estado de México, 36.4% (4/11) del D.F., 18.2% (2/11) de Puebla
y el 9.1% (1/11) restante de Guerrero (Grafico 45).
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Grafico 45. Lugares de procedencia de los pacientes con LMC SUB (n=11)
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Un paciente (9.1%) refirié historial familiar de cancer, en conjunto con epilepsia, asi como la
exposicién a agentes predisponentes como consumo de alcohol, exposicion a benceno,
gasolina, pintura, tiner y otros solventes; la descripcién del resto de los pacientes se observa
en el Grafico 46.

Grafico 46. Antecedentes personales en pacientes con LMC SUB (n=11).
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En las cuentas leucocitarias al diagndstico se encontré un valor medio de 246.5 x 103

leucocitos/pL (8.6 — 447 6 x 103 leucocitos/pL), mostrando a 9.1%(1/11) con valores normales;
y 90.9% (10/11) con leucocitosis (Tabla 31).

Se hallé una cuenta diferencial de blastos promedio fue de 2.5% (0 a 9%), aunque solo 72.7%
(8/11) presentd blastos circulantes (Tabla 31).

El valor medio de hemoglobina fue de 12.6 g/dL (9.8 — 14.3 g/dL), observando 18.2% (2/11) de
los pacientes con anemia; y 81.8% (9/11) con valores normales (Tabla 31).

Las plaquetas tuvieron una media de 504.5 x 10° plaquetas/uL (114 - 1061 x 10° plaquetas/uL),
hallando a 9.1% (1/11) pacientes con trombocitopenia, 45.45% (5/11) con trombosis y 45.4%
(5/11) con valores normales (Tabla 31).
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El 100% (11/11) de los valores de DHL estuvieron por arriba de los niveles normales, con un
valor medio de 703.1 U/L (261 a 1307) (Tabla 31).

Con el estudio citomorfolégico se determind la fase de la enfermedad en la que se
encontraban los pacientes, siendo encontrados el 100% (11/11) en la fase crénica.

Solo el 54.5% (6/11) de los pacientes contaron con el estudio FISH al diagndstico; teniendo
resultado positivo para BCR-ABL M el 36.4% (4/11) de los pacientes, mientras que 18.2%
(2/11) presento un resultado negativo para la t(9;22)(q34;q11).

En cuanto al estudio de citogenética, solo el 72.7% (8/11) de la poblacidon tuvo el estudio; de
los cuales 54.5% (6/11) fueron hallados con cromosoma Philadelphia positivo (CrPh+); en
tanto que 18.2% (2/11) resultd con cariotipo normal (46 X,Y y 46 X,Y)

Cabe resaltar que el transcrito del gen BCR-ABL M se hallé en el 100% de los pacientes por la
técnica de RT-PCR; incluido el 9.1% (1/11) de los sujetos en el que no se logré la deteccidn por
el método de FISH y/o citogenética.

Tabla 30. Métodos de deteccion de la translocacion t(9;22)(q34;q11) en pacientes con LMC Subsecuentes
(SUB) (n=11).

Deteccion de t(9;22) Deteccion de t(9;22)

Pacien FISH i néti
acientes S Citogenética (Sin biologia molecular) (Con biologia molecular)

SUB-1 NP + Si Si
SUB-2 NP + Si Si
SUB-3 = = No Si
SUB-4 - + Si Si
SUB-5 NP + Si Si
SUB-6 NP + Si Si
SUB-7 + - Si Si
SUB-8 + NP Si Si
SUB-9 + NP Si Si
SUB-10 NP + Si Si
SUB-11 + NP Si Si

*NP= No Presenta

Posterior al hallazgo de la t(9;22) se incluyd a la totalidad de los pacientes en el protocolo de
tratamiento con inhibidores de tirosin cinasa (Imatinib).
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Tabla 31. Caracteristicas de clinico-patoldgicas de los pacientes con LMC Subsecuentes (SUB) al
diagndstico (n=11).

N (%) Media Minimo Maximo
Edad (afios) 34.5 19 66
18-20 2(18.2)
31-40 3(27.3)
41-50 2(18.2)
51-60 0
>60 1(9.1)
Sexo Masculino 6 (54.5)
Femenino 5 (45.5)
Leucocitos
x 10/uL) 246.5 8.6 447
<30 1(9.1)
>30 10 (90.9)
%Blastos 25 0 9
Hemoglobina (g/dL) 12.6 9.8 14.3
Plaquetas 504.5 114 1061
DHL (U/L) 703.1 261 1307
No determinada 1(9.1)
<500 1(9.1)
>500 9(81.1)
Esplenomegalia Si A7
No 9(81.1)
) Si 1(9.1)
Hepatomegalia No 10 (90.9)
Adenomegalia No 11 (100)
Normal 2 (18.2)
FISH t(9;22) 4 (36.4)
No realizado 5(45.4)
Normal 2 (18.2)
Citogenética t(9;22) 6 (54.5)
No realizado 3(27.3)
RT-PCR BCR-ABL M 11 (100)

6.13 SEGUIMIENTO DE LOS PACIENTES CON LMC SUBSECUENTES (SUB)

En el afio 2014 se realizé el muestreo de los pacientes con LMC para evaluar la respuesta a su
tratamiento. Para tal fin, se realizd el estudio de biometria hematica, aspirado de MO para
analisis morfoldgico, y las pruebas de FISH, citogenética y biologia molecular. Es de suma
relevancia mencionar que en el laboratorio donde se realizé este estudio solo se lleva a cabo
el seguimiento de los pacientes con LMC BCR-ABL M positivo al diagndstico y de los pacientes
con LAL BCR-ABL m igualmente al diagndstico.

En la biometria hematica se hallé un valor medio de leucocitos de 8.94 x 103 leucocitos/uL
(4.3 —27.7 x 103 leucocitos/uL), observandose 81.8% (9/11) con leucocitos normales y 18.2%
(2/11) con leucocitosis. En el conteo diferencial ninglin paciente se encontrd con presencia de
blastos en SP. La hemoglobina tuvo un valor medio de 13.9 g/dL (9.7 — 17.3 g/dL), observando
a 18.2% (2/11) con anemia. La cuenta plaquetaria tuvo una media de 192.5 x 103/uL (120 -

Rafael Cerén Maldonado 78



Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan. UNAM

263 x 10°plaquetas/uL), resultando 27.3% (3/11) de los pacientes con trombocitopenia (Tabla
33).

A la exploracidn fisica no se hallaron organomegalias en ninguno de los 11 pacientes (Tabla
33).

El aspirado de MO determindé que el 100% (11/11) de los pacientes tenian un conteo
diferencial normal compatible con MO en remisidon del padecimiento de base.

Con la prueba de FISH se hall6 presencia de la t(9;22)(g34;q11) en 18.2% (2/11) de los
pacientes, 72.7% (8/11) tuvo ausencia de dicha translocacién y un paciente mas (9.1%) no
presentd el estudio.

En lo que respecta a la citogenética, el 81.8% (9/11) tuvo cariotipo normal (46 X,Y 6 46 X,X), la
muestra de otro paciente no fue valorable y uno mas no presenté el estudio.

La prueba citogenética y el FISH para el seguimiento de los pacientes con LMC se realizé en
muestra de MO.

Tabla 32. Caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes con LMC Subsecuentes (SUB) al seguimiento

(n=11).
N (%) Media Minimo Maximo
Leucocitos
(x 10°/uL) 8.9 4.3 27.7
<30
>30 11(100)
%Blastos 0 0 0
Hemoglobina
139 9.7 17.3
(g/dL)
Plaquetas 192.5 120 263
Esplenomegalia No 11 (100)
Hepatomegalia No 11 (100)
Adenomegalia No 11 (100)
Normal 8(72.7)
FISH t(9;22) 2 (18.2)
No realizado 1(9.1)
Normal 8(72.7)
. - t(9;22) 0
Citogenetica No valorable 1(9.1)
No realizado 2(18.2)
RT-PCR BCR-ABL M 6 (54.5)
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Tabla 33. Evaluacion de la respuesta al tratamiento en pacientes con LMC Subsecuentes (SUB) (n=11).

Analisis

Pacientes morfolégico de MO FISH Citogenética IZ')ete'cmor’i de 1(3;22) DeteFC|on’de 1(9;22)
(Sin biologia molecular)  (Con biologia molecular)
SUB-1 Remisidn + - Si Si
SUB-2 Remisidn - - No Si
SUB-3 Remision - - No No
SUB-4 Remisidn - - No Si
SUB-5 Remisidn - - No No
SUB-6 Remisidn - - No No
SUB-7 Remisidn + - Si Si
SUB-8 Remisidn - - No Si
SUB-9 Remisidn = NV No No
SUB-10 Remisidn - NP No Si
SUB-11 Remision NP NP No No

*NP= No Presenta
**NV= No Valorable

6.14 FRECUENCIA DE LA EXPRESION DE BIOMARCADORES MOLECULARES EN
PACIENTES CON LMC SUBSECUENTES (SUB)

La totalidad de estos pacientes contaron con material biolégico para realizar la determinacion
del panel de biomarcadores, pudiendo encontrar que el 54.5% (6/11) de los pacientes
expresaron el gen de fusién BCR-ABL M; no se encontré expresion de ningln otro gen de
fusidn, ni de los ATC; en cuanto a los genes de resistencia a drogas, 72.7% (8/11) de los
pacientes expresaron al menos uno, 36.4% (4/11) co-expresaron ambos, 63.6% (6/23)
expresaron ABC-B1y 45.45% (11/23) ABC-G2.

Grafico 47. Expresion de biomarcadores en pacientes con LMC SUB
(n=11)
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Es importante mencionar que 27.3% (3/11) de los pacientes presentaron la expresion de BCR-
ABL My de ABC-B1.
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Tabla 34. Expresion de genes de fusion, ATCs y genes ABC en pacientes con LMC SUB (n=23)

Biomarcadores

BCR BCR TEL E2A AF4 PML AML1 MAGE NY ABC ABC
ABLM ABLm AML1 PBX1 MLL1 RARa ETO A3 ESO1 Bl G2
SUB -1 + - - - - - - - - + -
SUB - 2 + - - - - - - - - - -
SUB-3 - - - - - - - - - + +
SUB - 4 + - - - - - - - - + -
SUB -5 - - - - - - - - - + +
SUB - 6 - - - - - - - - - + +
SUB-7 + - - - - - - - - - -
SUB - 8 + - - - - - - - - +
SUB-9 - - - - - - - - - + +
SUB - 10 + - - - - - - - - - -
SUB - 11 - - - - - - - - - - +

Se determiné el tipo de transcrito de BCR-ABL M, hallando que 45.45% (5/11) presentaron la
isoforma b3a2, y 9.1% (1/11) presenté ambas formas del transcrito (b3a2 y b2a2), el resto de
los pacientes fueron negativos para BCR-ABL M (5/11).

Grafico 48. Frecuencia de las isoformas del transcrito BCR-ABL M en pacientes
con LMC SUB (n=11).
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Es de suma importancia mencionar que usando la técnica de RT-PCR se detecté el transcrito
del gen quimérico BCR-ABL M 54.5% (6/11) de los pacientes; incluido el 36.41% (4/11) de los
sujetos en los que no se logrd la deteccion de dicho gen por el método de FISH y/o
citogenética, y que contaban con una MO normocelular.

6.15 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE LOS GENES DE
RESISTENCIA A DROGAS (ABC) EN PACIENTES CON LMC SUBECUENTES (SUB)
POR qRT-PCR

Se determind que 27.3% (3/11) de los pacientes tuvieron ABC-B1 sobreexpresado, 36.4%
(4/11) tuvieron niveles normales, y 36.4% (4/11) lo tuvieron ausente.
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Grafico 49. Comparacion de los niveles de expresion del gen ABC-B1 en donadores sanos (n=68) vs
pacientes LMC SUB. (n=11)
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Grafico 50. Determinacion y comparacion de cuartiles de los niveles de expresion de ABC-B1 en donadores
sanos (n=68) y pacientes LMC SUB. (n=11)
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En esta poblacidn no se hallé sobreexpresién de ABC-G2, solo se encontrd expresiéon normal
en 36.4% (4/11) de los pacientes, y ausencia en 63.6% (7/11).
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Grafico 51. Comparacion de los niveles de expresion del gen ABC-G2 en donadores sanos (n=68) vs
pacientes LMC SUB. (n=11)
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Grafico 52. Determinacion y comparacion de cuartiles de los niveles de expresion de ABC-G2 en
donadores sanos (n=68) y pacientes LMC SUB. (n=11)
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El 18.2% (2/11) de los pacientes tuvieron ABC-B1 sobreexpresado con ABC-G2 normal; 9.1%
(1/11) tuvo ABC-B1 sobreexpresado, 18.2% (2/11) presenté ABC-B1 y ABC-G2 normales; y
18.2% (2/11) de los pacientes tuvieron ABC-B1 normal.
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Tabla 35. Niveles de expresion de los genes de resistencia a drogas (ABC) en pacientes con LMC SUB

(n=11)
Nivel de expresion Nivel de expresion
Pacientes relativa Estratificacion relativa Estratificacion
ABC-B1/B-2-M ABC-G2/B-2-M
SUB-1 0.159 Normal 0 Ausente
SUB - 2 0 Ausente 0 Ausente
SUB -3 0.231 Normal 0.366 Normal
SUB -4 0.272 Normal 0 Ausente
SUB -5 0.409 Sobreexpresado 0.314 Normal
SUB -6 0.856 Sobreexpresado 0.117 Normal
SUB -7 0 Ausente 0 Ausente
SUB -8 0.904 Sobreexpresado 0 Ausente
SUB-9 0.245 Normal 0.128 Normal
SUB - 10 0 Ausente 0 Ausente
SUB - 11 0 Ausente 0 Ausente

Grafico 53. Niveles de expresion de los genes de resistencia a drogas (ABC) en
pacientes con LMC Subsecuentes (SUB) (n=23)
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El 18.2% (2/11) de los pacientes presenté ABC-B1 sobreexpresado con ABC-G2 normal; 9.1%
(1/11) co-expres6 BCR-ABLM M con ABC-G1 sobreexpresado; 18.2% (2/11) co-expresaron
BRC-ABL M con ABC-B1 normal; 18.2% (2/11) expresaron de manera normal ABC-B1 y ABC-G2;
9.1% (1/11) expresé ABC-G2 normal; y 27.3% (3/11) expres6 BCR-ABL M sin ningln gen ABC.
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7. DISCUSION

Debido a que las neoplasias hematoldgicas son muy diversas y complejas, requieren de
multiples analisis para poder ser diagnosticadas correctamente; entre estas pruebas se
encuentran la biometria hematica, el analisis citomorfolégico de MO, inmunocitoquimica,
citometria de flujo, pruebas citogenéticas (cariotipos y FISH) y andlisis moleculares (PCR o gRT-
PCR)?3,

En México, el diagndstico de las leucemias, asi como la determinacién de factores prondsticos,
se realizan mediante hallazgos clinico-patoldgicos; pues los estudios de biologia molecular
aplicados a la hematologia aun se encuentran muy distantes de ser pruebas de rutina en los
servicios de salud publica.

La importancia de contar con un panel de biomarcadores moleculares radica en la posibilidad
de la determinacién de factores prondsticos, conocer el comportamiento biolégico de la clona
leucémica, tener una guia solida en la eleccién de tratamientos dirigidos contra blancos
moleculares especificos, la determinacion de marcadores causantes de la resistencia al
tratamiento y que aparte permita realizar el seguimiento de los pacientes posterior a su
tratamiento; es de suma importancia mencionar que en los servicios de salud publica y
privada en México no se cuenta con un panel que permita obtener la informacién ya
mencionada.

En este estudio se llevd a cabo la determinacion de los transcritos de los genes de fusidon mas
comunes segln la OMS, en LAL (BCR-ABL m, TEL-AML1, E2A-PBX1 y AF4-MLL), LAM (PML-
RARa y AML1-ETO) y LMC (BCR-ABL M), los genes de resistencia a drogas (ABC-B1 y ABC-G2) y
los antigenos testiculares de cancer (MAGE-A3 y NY-ESO1), en 74 pacientes adultos de un
hospital de referencia en México (Hospital General de México. Dr. Eduardo Liceaga), con estas
tres patologias.

Para el caso de los biomarcadores presentes en los pacientes adultos con LAL, nuestro equipo
de trabajo hall6 la expresion de BCR-ABL m en 17.4%, TEL-AML1 en 4.3% al igual que E2A-
PBX1, y AF4-MLL no se encontrd en ningun paciente (Grafico 10, Tabla 21). Cabe resaltar que
son pocos los trabajos sobre la deteccidén de estos genes en adultos, ya que la mayor parte de
los estudios estdn enfocados a nifios y para poder llevar a cabo el contraste de nuestros
resultados, nos tenemos que referir a estudios realizados en una poblacién diferente a la
mexicana.

De acuerdo a lo reportado en la literatura, el porcentaje medio de expresion de BCR-ABL m en
LAL en poblacién adulta va de 25 a 30%273%1%; datos que son elevados en comparacién con
nuestros resultados; aunque estudios previos en poblacién mexicana determinaron la
frecuencia de este gen en un 10.5%'%®° y 11 — 29%1°, lo que concuerda con los resultados
obtenidos en este estudio, evidenciando que en poblacién mexicana la frecuencia de este
marcador de mal prondstico es menor que en la poblacién estadounidense e irani?’3%108,

En cuanto al marcador de buen pronéstico TEL-AML1 (ETV6-RUNX1), este se hallé en un
porcentaje de expresion de 4.3% (Grafico 10), representando el 25% de las LAL con
inmunofenotipo pre-B, lo cual concuerda con lo reportado en la literatura?’. Cabe sefialar que
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otros estudios indican que la t(12;21)(p13;922) es indetectable por métodos convencional de
bandeo G en el estudio citogenético, debido al bandeo “enmascarado” que presenta esta
translocacion con el cariotipo normal®, técnica que es la utilizada en el HGM para realizar los
cariotipos y efectivamente en la cual no se pudo hallar la presencia de esta translocacidn, ya
que el resultado emitido por el laboratorio de citogenética reportd un cariotipo 46 X,Y para
dicho paciente; por lo tanto, nuestros resultados demuestran la importancia de la deteccién
de éste transcrito mediante RT-PCR, ya que el 4.3% que se detectd positivo para esta
translocacidn no se hubiera encontrado solo con el cariotipo.

Segln lo reportado por Ramakers, et al, en el afio 2000%?, las células TEL-AML1 positivas
tienen mayor sensibilidad al uso de L-Asparaginasa, hecho que deberia ser considerado por los
médicos como guia para la optimizacién de los farmaco utilizados durante las fases de
induccidén y consolidacion del tratamiento.

Nuestro equipo de trabajo encontré la expresién de un marcador de riesgo estandar como lo
es E2A-PBX1, en una frecuencia similar a la reportada en la literatura3® %, En el caso de la
frecuencia en poblacién mexicana, Valdovinos, et al; en 2015 reporté la ausencia de este gen
quimérico en un total de 19 pacientes del Hospital Judrez de México!®.

Con respecto al marcador AF4-MLL, este estuvo ausente en la totalidad de los pacientes
analizados (Tabla 21), lo cual es muy diferente a lo reportado por Teitell y Zuckerman,
quienes reportan dicha translocacién como la segunda mds frecuente en LAL después de BCR-
ABL m, con una frecuencia de 10% y de 3-7%2>1%,

Es de suma importancia mencionar que en ningln paciente con LAL se detectaron
translocaciones cromosdémicas por medio de las pruebas citogenéticas; la frecuencia de las
translocaciones reportadas en este estudio se determinaron Unicamente por las pruebas de
biologia molecular (Tabla 20).

En cuanto a la expresion de biomarcadores en LAM se hallé la presencia de PML-RARa en 50%
de los pacientes con LAM-M3, dicho marcador es patognomodnico de la patologia y cuenta con
tres variedades del transcrito (bcrl, bcr2 y ber3), las halladas por nuestro equipo de trabajo
fue la berl; Gabert, et al; en 2003 reportd que esta variedad (bcrl) se encuentra en 55% de los
pacientes con leucemia promielocitica aguda, bcr2 en el 5% y bcr3 en el 40%, lo cual es similar
con la frecuencia encontrada en este estudio para la variante bcrl.

La deteccion de la t(15;17)(q22;921) es fundamental en los pacientes con la variedad LAM-M3,
pues es la causante del detenimiento de la maduracién de la linea mieloide (paso de
promielocito a mielocito), con la cual una vez detectada, el paciente se vuelve candidato al
tratamiento con acido trans-retinoico (ATRA), el cual promueve la diferenciacidn celular de la
linea afectada. Es importante destacar que 3 de los 5 pacientes hallados positivos para PML-
RARa tuvieron resultados normales en su estudio citogenético (46 X,X y 46 X,Y segun el
género) (Tabla 26), similar a lo reportado por Cerdn, et al, en 2015, quienes determinaron la
presencia de PML-RARa en pacientes con supuesto cariotipo normal?3.

En el caso de las LMC se corrobord la expresion de BCR-ABL M en el 100% de los individuos
(Grafico 36, Tabla 28), lo cual concuerda con la literatura universal, la cual indica que mas del
95% de los pacientes con LMC van a evidenciar la presencia de la t(9;22); la identificacién de
este marcador es esencial, ya que en el HGM es requisito indispensable para los pacientes con
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LMC que se demuestre la presencia de la t(9;22) para poder ser candidatos al tratamiento con
inhibidores de tirosin cinasa (Imatinib), lo cual refleja nuevamente la importancia de este
estudio, ya que como se detalla en la Tabla 26, en un 47.8% (11/23) de los pacientes, el
hallazgo de la t(9;22)(q34;q11) se realizé Unicamente por el estudio de biologia molecular
(Tabla 26).

En el caso de los pacientes con LMC subsecuentes, el marcador BCR-ABL M fue detectado en
pacientes que contaban con respuestas tanto hematolégica como citogenética completas,
mostrando la alta sensibilidad de los estudios de biologia molecular frente a los estudios
citogenéticos y citomorfoldgicos (Tabla 30); de manera clinica esto demuestra que el
tratamiento no estd eliminando a la totalidad de las células leucémicas, las cuales daran
origen a la expansion de la clona celular maligha que puedan resultar en una recaida del
paciente; es entonces que el médico debe tomar en cuenta dichos resultados para poder
tomar decisiones terapéuticas adecuadas en cuanto a el aumento de la dosis del tratamiento
administrado o realizar un cambio en los farmacos empleados, debido a que se pueda estar
creando una resistencia al tratamiento inicial.

Por otra parte, debido a que la mayoria de las neoplasias (incluidas las leucemias) muestran
resistencia inicial a la quimioterapia, o la adquieren en el curso del tratamiento, lo que
constituye un obstaculo para la curacion de estos, se han estudiado algunos de los
mecanismos que participan en la resistencia a drogas como es la expresion de genes que
codifican para proteinas que participan en el transporte de sustratos a través de la membrana
celular, como lo son los genes ABC-B1 y ABC-G2; los cuales se han hallado presentes en
diversas neoplasias como cancer pancreatico, cancer de ovario, cdncer mamario, cancer de
prdstata, y neoplasias hematoldgicas como leucemia aguda mieloblastica, leucemia aguda
linfoblastica y leucemia mieloide aguda. Asi como también se ha descrito su actividad en casos
de refractariedad al tratamiento en enfermedades neopldsicas como como el sarcoma
indiferenciado®®, carcinoma hepatocelular®, linfoma nasal de células NK/T°®, céncer
mamario®’, cdncer de células germinales®®; asi como en las neoplasias onco-hematolégicas
(linfomas y leucemias)>®°

En el HGM el tratamiento de las leucemias consiste aun en un régimen intensivo de
guimioterapia, en donde se utilizan vincristina y daunorrubicina para el tratamiento de la LAL,
citarabina y daunorrubicina para el tratamiento de LAM (ATRA en el caso de las LAM-M3), e
Imatinib para el tratamiento de LMC. Sin embargo, aun con el uso de estos farmacos, las tasas
de remision completa (RC) aun son bajas (LAL=20% y LAM=15%, ambas en poblacién adulta);
siendo la resistencia celular a la quimioterapia la principal causa de falla en el tratamiento.

Nuestro equipo de trabajo estudié la expresion de dos de los genes que codifican para las
proteinas mas estudiadas especializadas en la expulsion de sustancias nocivas para la célula
(ABC-B1 y ABC-G2), las cuales tienen como sustratos a los farmacos antes mencionados.

En la poblaciéon de estudio el tipo de leucemia que mas expresa ABC-B1 antes de la induccidn
a la remisién fue la LAL con una frecuencia de 60.9%, seguida de la LAM 47.5% y por ultimo la
LMC con un 26.1%. Mientras que para ABC-G2, la mayor frecuencia de expresion fue en los
pacientes con LMC con un 47.8%, seguida de la LAL con 43.5% y LAM con 35.3%. En pacientes
en seguimiento la frecuencia de expresion de ABC-B1 fue de 63.6% y 36.6% para ABC-G2.
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Martinez, et al; en 2010 reporté una frecuencia de expresion para el gen ABC-B1 de 27.3% en
22 pacientes con LAM, 14 con LAM-M4, 4 con LAM-M2 y 1 con LAM-M1, encontrando
correlacién estadisticamente significativa (p=0.009) entre la expresion de ABC-B1 con la
actividad del padecimiento de base posterior al tratamiento de induccién a la remisidn, es
decir, con un leucemia refractaria, pudiendo establecer que este marcador molecular tiene
relevancia con la falla al tratamiento.

La frecuencia obtenida por nuestro grupo de trabajo en LAM fue de 47.1% (1.7 veces mayor
que el estudio anterior) el aumento en la expresidon podria deberse a que se incluyeron
pacientes con LAM-M3.

En cuanto a los niveles de expresion, los pacientes con LMC Subsecuentes son el grupo que
presenta mayor frecuencia de individuos con sobreexpresion de ABC-B1 con un 27.3%,
seguido de los grupos de LAM con 23.5%, LAL con 21.7% y por ultimo el grupo de LMC con
13%. La sobreexpresion de ABC-G2 solo se detectd en pacientes con LMC y con LAL, teniendo
una mayor frecuencia de sobreexpresién en LMC con 8.7% que en LAL con un 4.3%.

Segun lo reportado por Balderas, et al; en 2014 existe una correlacion entre los niveles de
expresion de ABC-B1 con el comportamiento clinico y la muerte de los pacientes. Los
pacientes con niveles normales de ABC-B1 tuvieron mayor sobrevida que aquellos con
sobreexpresion o ausencia de este. En el trabajo publicado por Cortez, et al; en 2009, quien
sugiere que la ausencia de los genes de resistencia a drogas como ABC-B1, ABC-C1, ABC-C3 y
ABC-G2, estd asociada con un alto riesgo de muerte en niflos con LAL, debido a la alta
toxicidad causada por el tratamiento!*!.

Por otra parte, los genes ATC han tenido gran relevancia clinica y en terapia en los ultimos
afos, ya que se ha reportado su expresion en diversos tipos de cancer, como cancer de
pulmén, melanoma, cancer de faringe, cancer de tiroides, carcinoma gastrico, carcinoma
hepatocelular, cancer mamario, cancer pancredtico, ovarico y cérvico uterino, entre otros; en
cuanto a su expresion en neoplasias hematoldgicas, autores como Andrade, et al; en 2008,
reportd en 39 muestras de mieloma multiple avanzados, la presencia deMAGE-C1/CT7 en 77%
de los pacientes, LAGE-1 en 49%, MAGE-A3/6 41%, MAGE-A2 36%, GAGE 33%, NY-ESO1 33%,
BAGE-1 28%, MAGE-A1 26%, PRAME 23%, SSX-1 26% MAGE-A12 20.5%,; Olarte, et al; en
2012; demostré que existe expresién de los ATC en 46 pacientes con linfoma de células B
maduras, 10 con linfoma de células T maduras y 13 con linfoma de Hodgkin; encontrando una
frecuencia de MAGE-A3 de 44.9%, NY-ESO1 33.3%, MAGE-A4, MAGE-B2 y LAGE con 27%, 21%
y 20% respectivamente; los genes GAGE, BAGE y MAGE-C1 tuvieron frecuencia menores del
20% (15.9%, 13% y 7.2%). En el linfoma difuso de células grandes B (LDCGB)se encontraron
frecuencias para MAGE-A3 de 39.28% y de NY-ESO1 de 46.42%; y en el caso de linfoma de
Hodgkin se encontrd presencia de MAGE-A3 en 30% de los casos de celularidad mixta y un
15.38% en el linfoma de variedad esclerosis nodular, en este estudio se demostré que los
pacientes con LDCGB que tuvieron ausencia de expresién de ATC tenian una mayor sobrevida
que los que presentaban expresion de estos; asi también los pacientes que presentaban
expresion de solo 1 ATC tenian mayor sobrevida que en los que se determind co-expresion de
diversos ATC, determinando la presencia de los ATC como un factor de mal prondstico.

En el caso de leucemias, nuestro grupo de investigacién cuenta con reportes previos; en
donde Mendoza, et al; en 2011%, determind la presencia de MAGE-A3, MAGE-B2, MAGE-C1,
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MAGE-4, BAGE-1, GAGE-2, LAGE-1 y NY-ESO1 en 65 pacientes con LMC de novo. En este
estudio se hallaron correlaciones de la expresién de ATC con pardametros clinicos como sexo,
numero de leucocitos y nimero de plaquetas; y Martinez, et al; en 2007%, reporté la
expresion y frecuencias de expresion de MAGE-A1, MAGE-A3 y MAGE-B2 en 115 pacientes, en
41.17% (14/34) de los pacientes con LAM (MAGE-A1 1/32, MAGE-A3 10/32; MAGE-B2 3/32);
en los pacientes LAL se detectaron en 30.26% (23/76) del total de la poblacion, con MAGE-A1
en 2/76, MAGE-A3 en 20/76 y MAGE-B2 en 1/76; y MAGE-B2 se hallé en 5% (1/5) de los
pacientes que presentaban LMC.

En el presente trabajo, no se encontré la expresion del gen MAGE-A3, ni de NY-ESO1 en
ninguna variedad de leucemia, lo cual es diferente a lo ya reportado por Mendozal® y
Martinez® en una poblacidn similar; este fendmeno se puede atribuir a lo reportado por Ruiz;
en 2009%, quien refiere que las leucemias son un grupo heterogéneo de patologias, las cuales
difieren en etiologia, patogénesis, biologia de la célula neoplasica, historia de progresién de la
enfermedad y prondstico. Otro posible factor es lo reportado por Heidebrecht, et al; en 20068’
guien asegura que las neoplasias hematopoyéticas tienen una muy baja frecuencia de
expresion de ATC. Considerando aspectos metodoldgicos se descarta la probabilidad de haber
tenido pacientes falsos-negativos, ya que la amplificaciéon del control positivo de la linea
celular K562 (Figura 25) demuestra que las condiciones de amplificacion del transcrito del gen
eran las ideales, dejando como posible causa de la ausencia de expresion en la totalidad de los
pacientes, que dichos genes hayan tenido niveles de expresion muy bajos y que fueran
imperceptibles mediante RT-PCR punto final, proponiendo que la determinacién de la
expresion de estos genes se tenga que llevar a cabo mediante RT-PCR cuantitativa (QRT-PCR)
gue es de mucho mayor sensibilidad.

Por otra parte, asegurando la totalidad de pacientes negativos para los ATC, se puede decir
que lo hallado en nuestro estudio, es igual a lo reportado por Chambost, et al; en 2001%,
quien reporté la ausencia de la expresién de genes de la familia MAGE-A (incluido MAGE-A3)
en 154 pacientes con LMC, LAM, LAL, leucemia linfocitica crénica (LLC) y leucemia bifenotipica
aguda; de igual manera nuestros resultados concuerdan con lo publicado por Lim, et al; en
1999'2, en donde reporta la ausencia de la expresion de NY-ESO1 en 87 muestras de
pacientes con leucemia de novo (5 de LAL, 52 de LAM (10 LAM-M1, 26 LAM-M2, 4 LAM-M3, 9
LAM-M4 y 3 LAM-M5) y 30 de LMC).

La expresion de este grupo de genes es de mal prondstico para pacientes con neoplasias;
como el atribuido a MAGE-A3 que es asociado a los factores reportados por Yang, et al; en
2007, quien senala que en lineas celulares las proteinas de la familia MAGE-A, MAGE-B y
MAGE-C forman complejos con KAP-1, que tiene actividad co-represora sobre p53, lo cual
causa la interferencia de la respuesta apoptdtica debida al dafio a DNA, dependiente de p53,
lo cual confiere a la célula tumoral una ventaja de supervivencia. Yang, et al; en 2007,
demostraron que la expresién de las proteinas de la familia MAGE contribuyen al desarrollo
de las células tumorales, permitiendo la proliferacion de las células malignas, asi como
prolongando la supervivencia de éstas®*.

El impacto de este panel al determinar factores prondsticos radica en proporcionar
informacién valiosa para el equipo de la salud para que se puedan determinar estrategias
terapéuticas para el manejo correcto de los pacientes; es decir, los pacientes con
determinacién de genes de fusién de mal pronéstico deben ser considerados para llevar a
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cabo un trasplante de progenitores hematopoyéticos, de lo contrario se corre el riesgo de una
recaida temprana, en comparacion con los que presenten un marcadores de buen prondstico.
En cuanto a la deteccién de los ABC también se pueden tener estrategias terapéuticas que
impliquen la inhibicion de estos, como lo reportado por Ferndndez, et al; en 1998%quienes
refieren la inhibicién de estos mediante la administracién de bloqueadores de canales de
calcio, antipaludicos, fenotiazidas, ciclosporina y dipiridamol. En cuanto a los pacientes con
expresion de ATC, estos podrian ser considerados como marcadores prondsticos y por lo tanto
también se les podria dar seguimiento como parte de la deteccién de enfermedad minima
residual.

La deteccidn de la expresion co-expresion de estos tres tipos de biomarcadores seria una
excelente herramienta para el equipo de la salud en cuanto al diagndstico, determinacién de
factores prondsticos y la deteccidn de factores que pueden influir en sus decisiones
terapéuticas, por lo tanto, la inclusidon de un panel como este en los sistemas de salud publica
ampliaria el panorama del estudio y tratamiento de las leucemias, que se espera se pueda ver
reflejado en mayores tasas de curacion de dichas neoplasias.
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8. CONCLUSIONES

e Se determinaron la presencia/ausencia y frecuencia de factores prondsticos (genes de
fusidn, genes de resistencia a drogas y genes ATC) en pacientes con LAL, LAM y LMC de
novo, asi como pacientes con LMC subsecuentes del Hospital General de México.

e Se determind la presencia de sobreexpresion de los genes de resistencia a drogas ABC-
B1y ABC-G2 como marcador de mal prondstico para la respuesta al tratamiento de los
pacientes con leucemia.

e Se determind la presencia de diversos blancos moleculares especificos para la elecciéon
del tratamiento ideal de las respectivas clases de leucemia.

e Se demostré la elevada sensibilidad de la RT-PCR mediante la deteccidon de las
translocaciones cromosomicas t(9;22) (rompimiento menor y mayor), t(12;21), t(1;19)
y t(15;17), en comparacién con las técnicas de FISH y citogenética, por las cuales no
fueron perceptibles.

e Se determind, de acuerdo a su sensibilidad y especificidad en la deteccién de células
neopldsicas, a la RT-PCR como la prueba diagnéstica ideal para realizar el seguimiento
de los pacientes con LMC subsecuentes.
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9. PERSPECTIVAS

e Incluir los biomarcadores del panel utilizado en este estudio en el catalogo de pruebas
de biologia molecular de rutina del Hospital General de México para su determinacion
en la totalidad de los pacientes con LAM, LAM y LMC.

e Llevar a cabo el seguimiento de los pacientes analizados en este estudio, realizando la
correlacién de su condicidn actual con los marcadores moleculares expresados al
diagnéstico.

e Realizar el monitoreo de los pacientes analizados en este estudio para comparar la
expresion de genes al diagndstico y posterior a su tratamiento.

e Realizar la determinacion de la presencia/ausencia y de los niveles de expresion de
ABC-B1 y ABC-G2 en la totalidad de pacientes con LAL, LAM y LMC, para utilizarlo
como marcador prondstico de respuesta al tratamiento.

e Determinar los niveles de expresion de los genes de multidrogo resistencia en la fase
de induccidén a la remisidn, para poder realizar ajustes en el esquema de quimioterapia
utilizado.

e Analizar los niveles de expresion de los genes de fusién utilizando gRT-PCR y utilizar
dichos datos como parte de la determinacion de enfermedad minima residual.
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11. ANEXOS

e Puntaje del Test Sokal

Escala de riesgo= 0.116 * (Edad - 43.4) + 0.0345 * (Tamafio de bazo - 7.51) + 0.188 *
[(Plaguetas/700)?] - 0.563 + 0.0887 * (%Blastos en SP - 2.1)

Riesgo bajo: <0.8

Riesgo intermedio: 0.8 — 1.2

Riesgo alto: >1.2

e MDR

El significado de “multidrogorresistencia” deriva de las siglas en inglés MDR: mutidrug
resistence, en donde se utiliza el término DRUG haciendo referencia a farmacos. Por otra
parte, los transportadores ABC (causantes de la multidrogorresistencia) tienen como sustratos
no solo a farmacos, si no a diversos agentes xenobioticos.

e Soluciones utilizadas

PBS 1X: Solucién de NaCl [0.14 M] + KCI [3 mM] + Na;HPO4 [15 mM] + KHPOs [2 mM].
Ajustar pH=7.4

Solucion litica (hiperténica): NHiCl [0.15 M] + NaHCOs [0.02 M] + EDTA [0.4 mM].
Ajustar pH=7.4

Solucién D: Tiocianato de guanidina [4 M] + Citrato de sodio [25 mM] + Sarcosyl [0.5%] +
2-mercaptoetanol [0.1 M]

e Valores de referencia normales del Hospital General de México.

Leucocitos: 4.1 — 11.2 leucocitos/ulL
Hemoglobina: 11.7 -15.5 g/dL
Plaquetas: 159 — 388 plaquetas/uL
DHL: 98 — 192 U/L

% Blastos: 0%

e % Blastos en MO para estratificar fases de LMC

0 — 9% Blastos en SP = Fase crdnica
10 — 19% Blastos en SP = Fase acelerada
> 20% Blastos en SP = Crisis blastica
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Abstract Molecular markers in leukaemia are essential to diagnose, establish prognosis fac-
tors and determine the correct treatment of patients; therefore, it is imperative to include
molecular biology studies, so that, combined with cytomorphology and immunophenotyping
studies, they constitute the differential diagnosis of these neoplasias. It is extremely impor-
tant to implement a panel of molecular markers that allows us to detect oncogenes derived
from chromosomal translocations, genes derived from epigenetic alterations and drug-resistant
genes.

A panel of molecular markers that included 11 genes derived from chromosomal translocations
BCR-ABL major and minor breakpoints, E2A-PBX1, MLL-AF4, TEL-AML1, PML-RARa, AML1-ETO
was standardised; cancer testis antigens (CTA) derived from NY-ESO1 and MAGE-A3 epige-
netic alterations and multi-drug-resistant genes ABCB1 and ABCG2. 30 patients diagnosed with
leukaemia from Mexico’s General Hospital (Hospital General de Mexico) were included. They
suffered from acute lymphoblastic leukaemia (ALL) and acute myeloblastic leukaemia (AML);
bone marrow mononuclear cells were used, from which RNA was extracted for the synthesis of
cDNA and RT-PCR for each of the markers. In acute lymphoblastic leukaemia (ALL), BCR-ABL
biomarkers expressed under 30% (3/10), E2A-PBX1 10% (1/10), ABC-B1 80% (8/10), and ABC-G2
60% (6/10). Patients with acute myeloblastic leukaemia (AML) expressed 30% PML-RARa (3/10),

* Corresponding author at: Dr. Balmis 148, Col. Doctores, Del. Cuauhtémoc, C.P. 06726, México, D.F., Mexico.
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Introduction

40% ABC-B1 (4/10), and 10% ABC-G2 (1/10). Lastly, in patients with chronic myeloid leukaemia
(CML), BCR-ABL was over 100% (10/10), ABC-B1 20% (2/10), and ABC-G2 50% (5/10). The pres-
ence of transcripts from chimeric genes minor BCR-ABL and E2A-PBX1 in ALL; PML-RARa in AML;
and major BCR-ABL in CML, confirms the importance that the panel of molecular markers has
in strengthening the diagnosis and prognosis of these conditions.

© 2015 Sociedad Médica del Hospital General de México. Published by Masson Doyma México
S.A. All rights reserved.

Deteccion y andlisis de biomarcadores tumorales como fortalecimento en el
diagnéstico de leucemias agudas y croénicas

Resumen Los marcadores moleculares en leucemias son fundamentales para el diagnostico,
el establecimiento de factores pronosticos y la determinacion del tratamiento adecuado para
los pacientes; por tanto es obligado incluir los estudios de biologia molecular, para que aunado
a los de citomorfologia e Inmunofenotipo, conformen el diagnostico diferencial de estas neo-
plasias. Es de gran importancia implementar un panel de marcadores moleculares que permita
detectar oncogenes derivados de translocaciones cromosomicas, genes derivados de cambios
epigenéticos y de resistencia genes a drogas.

Se estandarizd un panel de marcadores moleculares que incluyeron 11 genes derivados
de translocaciones cromosomicas BCR-ABL rompimiento mayor y menor, E2A-PBX1, MLL-AF4,
TEL-AML1, PML-RAR«a, AML1-ETO; los antigenos testiculares de cancer (ATC) derivados de cam-
bios epigenéticos NY-ESO1 y MAGE-A3 y genes de resistencia multidrogas ABCB1 y ABCG2. Se
incluyeron 30 pacientes con diagndstico de leucemia del Hospital General de México, de los
tipos, leucemia aguda linfoblastica (LAL) y mieloblastica (LAM) asi como leucemia mieloide
cronica (LMC); se utilizaron células mononucleares de médula dsea, a las cuales se les extrajo
RNA para la posterior sintesis de cDNA y RT-PCR para cada uno de los marcadores. En leucemia
linfoblastica aguda (LAL) se expresaron los biomarcadores BCR-ABL menor 30% (3/10), E2A-PBX1
10% (1/10), ABC-B1 80% (8/10), y ABC-G2 60% (6/10). Los pacientes con leucemia mieloblas-
tica aguda (LAM) expresaron PML-RAR«a 30% (3/10), ABC-B1 40% (4/10), y ABC-G2 10% (1/10).
Finalmente, en pacientes con leucemia mieloide cronica (LMC) se encontré BCR-ABL mayor
100% (10/10), ABC-B1 20% (2/10), y ABC-G2 50% (5/10). La presencia de los transcritos de los
genes quiméricos BCR-ABL menor y E2A-PBX1 en LAL; PML-RAR« en LAM; y BCR-ABL mayor en
LMC, confirma la importancia del panel de marcadores moleculares en el fortalecimiento del
diagnostico y pronodstico para dichos padecimientos.
© 2015 Sociedad Médica del Hospital General de México. Publicado por Masson Doyma México
S.A. Todos los derechos reservados.

essential elements in the design of alternative treatment
plans.®® Other molecular alterations that take place in the

Over the last few years, there has been major progress in
the understanding of the molecular mechanism associated
with normal haematopoiesis and with the development of
haematological neoplasias.”? The molecular alterations in
genes that control cell differentiation programs, such as
proto-oncogenes and tumour suppressor genes, derive in the
loss of homeostasis regulation in haematopoietic tissue and
promote the development of leukaemia.® There are cur-
rently over 50 different chromosomal alterations associated
with leukaemia.*® The most common damage mechanisms
are the balanced chromosomal translocations. A number
of times, there are genes involved in chromosomal translo-
cations in which the products are transcription factors
that control differentiation mechanisms in haematopoietic
tissue precursor cells.>”” These transcription factors are
responsible for the malignant transformation, and they are

development of leukaemia are those called point mutations,
which damage the mechanisms that regulate cell prolif-
eration, apoptosis and differentiation in haematopoietic
precursors.'®"" Lastly, there are additional alterations that
do not affect the information held in the DNA nucleotide
sequence, which are associated with epigenetic events;
that is to say, they lead to DNA hypermethylation or to
abnormal histone acetylation, affecting the transcriptional
availability of proto-oncogenes and suppressor genes.'?'3
Mexico does not have a tumour marker panel that could be
used to perform the diagnosis, prognosis and follow-up for
leukaemia, both acute and chronic, by means of molecular
methods such as the RT-PCR. Our laboratory analysed the
expression of 11 tumour markers in mononuclear cells from
30 patients with leukaemia. The genes under analysis are
involved in the proliferation, differentiation, epigenetic
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Table 1  Sequence of the primers used and their thermal profiles.
Marker Forward oligonucleotide Reverse oligonucleotide Product Amplification conditions
length (bp)
GAPDH CGGGAAGCTTGTCATCAATGG CATGGTTCACACCCATGACG 221 92°C, 45", 60°C, 45",
72°C, 45" (35 cycles)
Beta CCTCCATGATGCTGCTTACATGTC ATGTCTCGCTCCGTGGCCTTAGCT 397 92°C, 45", 60°C, 45",
72°C, 45" (35 cycles)
BCR/ABLM TGGAGCTGCAGATGCTGACCAACTCG TGATTATAGCCTAAGACCCGAA 304 92°C, 45", 60°C, 45",
72°C, 45" (35 cycles)
BCR/ABL m ATCTCCACTGGCCACAAAATCATACA  AGATCTGGCCCAACGATGGCGAGGGC 196 92°C, 45", 56°C, 45",
72°C, 45" (35 cycles)
E2A/PBX1  CCAGCCTCATGCACAACCA GGGCTCCTCGGATACTCAAAA 130 92°C, 45”7, 60°C, 45",
72°C, 45" (35 cycles)
AF4/MLL GATGGAGTCCACAGGATCAGAGT GAAAGGAAACTTGGATGGCTCA 156 92°C, 45", 60°C, 45",
72°C, 45" (35 cycles)
TEL/AML CTCTGTCTCCCCGCCTGAA CGGCTCGTGCTGGCAT 140 92°C, 45", 60°C, 45",
72°C, 45" (35 cycles)
PML/RARA  TCTTCCTGCCCAACAGCAA GCTTGTAGATGCGGGGTAGAG 177 92°C, 45", 60°C, 45",
72°C, 45" (35 cycles)
AML/ETO CACCTACCACAGAGCCATCAAA ATCCACAGGTGAGTCTGGCATT 95 92°C, 45", 61.7°C, 45",
72°C, 45" (35 cycles)
NY-ESO1 AAAAACACGGGCAGAAAGC GCTTCAGGGCTGAATGGAT 308 92°C, 1/, 60°C, 45",
72°C, 1" (30 cycles)
MAGE A3 TGGAGGACCAGAGGCCCCC GGACGATTATCAGGAGGCCTGC 725 92°C, 1/, 67°C, 45",
72°C, 1" (30 cycles)
ABC-B1 GCTCCTGACTATGCCAAAGC CTTCACCTCCAGGCTCAGT 201 92°C, 45", 60°C, 45",
72°C, 45" (35 cycles)
ABC-G2 CACCTTATTGGCCTCAGGAA CCTGCTTGGAAGGCTCTATG 206 92°C, 45", 60°C, 45",

72°C, 45" (35 cycles)

events and resistance mechanisms to drugs. Among the
genes derived from translocations are: BCR-ABL major and
minor breakpoint, t(9;22), E2A-PBX1, t(1;19), TEL-AML1
t(12;21), AF4-MLL t(4;11), AML1-ETO, t(8;21),"'¢ alter-
ations that take place due to changes in the methylation
pattern, such as the testicular cancer genes that are
only present in tumour cells and absent in normal tissue;
MAGE-A3, NY-ESO, MAGE-4,"-'® and genes that express as
resistance mechanisms to multiple drugs, such as ABC-B1
(MDR-1) and ABC-G2 (BCR-P) genes. %20

The results showed expression of the tumour markers
in leukaemia and their potential use for the diagnosis and
prognosis of these oncohaematologic diseases.

Methodology

An experimental, prospective study was carried out between
February and December, 2014, at the Molecular and Cell
Biology Department of the Haematology Service. The study
was authorised by the Institution’s Research and Ethics Com-
mittees. 30 patients of both genders with ALL, AML and de
novo CML were included in the study. Bone marrow aspira-
tion was performed after informed consent was signed.

Mononuclear cell extraction

Mononuclear cells were extracted using Lymphoprep
(NycomedPharma AS, Oslo, Norway) according to the

supplier’s instructions and stored at —80°C until they were
used.

RT-PCR

Total cell RNA extraction was performed through Trizol
reactive (Life Technologies, UK); 5ug of RNA was used to
synthesise cDNA through MMLV (Life Technologies, Paisley,
UK). CRP amplification was performed using specific primers
(Table 1).

Each cDNA was tested by CRP using specific primers for
two genes of constitutive expression B; microglobulin and
GADPH. CRP reaction was carried out according to the align-
ment temperature previously shown in Table 1. CRP products
were visualised in 2% agarose gel dyed with Midori Green
Advanced (Nippon Genetics, Germany).

The amplified segments were sequenced using the ABI
Prism Dye Terminator Cycle Sequencing kit. The alignment
was performed using the Gene-Bank BLASTN program, gen-
erating a 99% similarity with all the biomarkers used.

Results
Characteristics of the patients

In total, 30 patients were under study; 10 of each type (ALL,
AML, CML), the median age for each group was of 32 for ALL
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Table 2 Characteristics of the patients with ALL. Table 3  Characteristics of the patients with AML.
N (%) Median Minimum N (%) Median  Range

Age 32 20-55 Age (years) 34 21-68

<35 5 (50) <35 4 (40)

>35 5 (50) >35 6 (60)
Gender Gender

Male 9 (90) Male 4 (40)

Female 1(10) Female 6 (60)
Leukocytes (x10°/mm) 56.87 0.40-372.20 Leukocytes (x 10°/mm) 4.20 .90-166.30

<30 4 (40) <30 9 (90)

>30 6 (60) >30 1 (10)
HDL (U/L) 586 149-3871 HDL (U/L) 322 137-785

<500 3 (30) <500 7 (70)

>500 7 (70) >500 3 (30)
Blast cells 30.50 0-96 Blast cells - 0-58
Hgb (g/dL) 8.25 3.40-14.10 Hgb (g/dL) 7.45 3.90-12.60
Platelets (x 10°/mm) 21 10-163 Platelets (x 10°/mm) 19.50 9-114
Splenomegaly Splenomegaly

Yes 3 (30) Yes 1(10)

No 7 (70) No 9 (90)
Hepatomegaly Hepatomegaly

Yes 3 (30) Yes 0

No 7 (70) No 10 (100)
Adenomegaly Adenomegaly

Yes 5 (50) Yes 3 (30)

No 5 (50) No 7 (70)
Immunophenotype Immunophenotype

Not performed 5 (50) Not performed 6 (60)

B lineage 5 (50) Immature myeloid 2 (20)
Cytogenetics Mature myeloid 2

Not performed 10 (100) Cytogenetics

Not performed 7 (70)
Normal 2 (20)

and 34 for AML and CML. Ages ranged between 20-55 years,
21-68 years and 18-50 years, respectively.

Regarding ALL, the morphologic classification corre-
sponded to type L2, 70% had a B-cell immunophenotype.
Only three patients had hepatomegaly and one of them had
high levels of HDL, hyperleukocytosis, low levels of platelets
(Table 2).

In the group of patients with AML; five patients were
AML-M3 (acute promyelocytic leukaemia), four were AML-
M4 (acute myelomonocytic leukaemia) and one was AML-M2
(acute myeloid leukaemia with maturation). 60% of the
patients were over the age of 60 and only one reported hav-
ing hyperleukocytosis. One patient had splenomegaly and
three patients had adenomegaly. As for the cytogenetic
alterations, only one patient had hyperdiploidy (Table 3).
Lastly, out of the patients with CML, 60% was above the
age of 35, 100% had hyperleukocytosis, and eight patients
had high levels of HDL. 80% had splenomegaly, 10% had
hepatomegaly and only 10% had adenomegaly. The cytoge-
netic alterations reported had t(9;22) only among 10% of the
population and the study was not performed in 90% of the
population (Table 4).

Hyperdiploidy 1(10)

Expression of tumour biomarkers in leukaemia

The expression of 11 cancer biomarkers was analysed (BCR-
ABL major, minor, ABC-B1, ABC-G2, E2A-PBX1, AF4-MLL,
TEL-AML1, PML-RAR alpha, AML1-ETO, NY-ESO, MAGE-A3) via
RT-PCR on end-point in patients with ALL, AML and CML. The
quality of the RNA was evaluated by means of the amplifica-
tion of the genes of constitutive expression 32 microglobulin
that amplifies an expected fragment of 397 bp and GADPH by
amplifying a 221 bp fragment. The markers expressed in ALL
were: BCR-ABL minor breakpoint with an amplification prod-
uct of 196 bp, detected in 30% (3/10), ABC-B1 by amplifying
a 201 bp fragment in 80% (8/10) and ABC-G2 with a 206 bp
fragment in 60% (6/10). In addition, the expression of onco-
gene E2A-PBX1 with a product of 130 bp was detected in 10%
(1/10) (Fig. 1).

In the case of patients with AML, the biomarkers identi-
fied were: ABC-B1 in 40% (4/10), ABC-G2 in 10% (1/10) and
PML-RAR alpha with an amplified product of 177 bp in 30%
(3/10). Lastly, the expression of biomarkers detected in CML
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Table 4 Characteristics of the patients with CML.

N (%) Median Range
Age (years) 34 18-50
<35 4 (40)
>35 6 (60)
Gender
Male 9 (90)
Female 1(10)
Leukocytes (x 10°/mm) 273.40 102.09-524.30
>30 10 (100)
HDL (U/L) 664.50 190.00-1125
<500 2
>500 8
Blast cells 2.00 .00-46
Hgb (g/dL) 10.80 6.40-13
Platelets (x 10°/mm) 362.00 78.00-2013
Splenomegaly
Yes 8 (80)
No 2 (20)
Hepatomegaly
Yes 3 (30)
No 7 (70)
Adenomegaly
Yes 1(10)
No 9 (90)
Cytogenetics
Normal 1(10)
t(9;22) 1 (10)

Not performed 8 (80)

was BCR-ABL major breakpoint with an amplification frag-
ment of 304 bp in 100% (10/10), ABC-B1 in 20% (2/10) and
ABC-G2 in 50% (5/10) (Table 5).

Discussion

In the last 20 years, several molecular methods have been
used to detect genetic abnormalities that are important
for the diagnosis and prognosis of leukaemias.?"?? Early

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

500 pb

200 pb

Figure 1 Representative image of a patient with LAL. Lane
1: Molecular weight marker; Lane 2: 3-2-microglobulin (394 pb)
and GAPDH (221 pb); Lane 3: BCR-ABL M (—); Lane 4: BCR-ABL
m (150 pb); Lane 5: E2A-PBX1 (—); Lane 6: TEL-AML1 (—); Lane
7: AF4-MLL1 (—); Lane 8: PML-RAR« (—); Lane 9: AML1-ETO (-);
Lane10: MAGE-A3 (—); Lane 11: NY-ESO1 (—); Lane 12: ABC-B1
(201 pb); Lane13: ABC-G2 (206 pb).

Table 5 Frequency of the panel of biomarkers in
leukaemia.
Biomarker ALL AML CML

N (%) N (%) N (%)
Major BCR-ABL a a 10 (100)
Minor BCR-ABL 3 (30) @ a
E2A-PBX1 1 (10) 2 8
AF4-MLL 2 2 2
TEL-AML1 & 2 &
PML-RAR«a 2 3 (30) 8
AML1-ETO 2 2 8
NY-ESO1 & 2 &
MAGE-A3 B 2 8
ABC-B1 8 (80) 4 (40) 2 (20)
ABC-G2 6 (60) 1 (10) 5 (50)

@ Negative.

detection is essential to make decisions about specific
treatments, such as with tyrosine kinase inhibitors (Imat-
inib, Nilotinib or Dasatinib), used in patients with CML
and ALL who express BCR-ABL oncogenic protein, as well
as the use of trans-retinoic acid used in patients with
AML-M3 who express PML-RAR alpha protein. These treat-
ments have shown a survival increment of up to 80% in five
years.?>?* We searched for seven tumour markers derived
from translocations, BCR-ABL major and minor, E2A-PBX1,
AF4-MLL, TEL-AML1, PML-RAR alpha and AML1-ETO. The
results showed the expression of BCR-ABL minor break-
point in 30% of ALL and E2A-PBX1 expression in 10%; these
results correspond to what was reported previously.?>2¢ The
detection of BCR-ABL in patients with ALL enables us to
select the use of inhibitors that revert the development
of the disease.”” Regarding AMLs, the expression of onco-
gene PML-RAR alpha was detected in 30% of the AML-M3,
which coincides with the international series. Its detection
is essential to begin treatment with trans-retinoic acid.?®
It is important to point out that only one AML-M3 case had
the t(15;17) by cytogenetics, from which the PML-RAR alpha
transcript is derived. In the case of CMLs, only the BCR-ABL
major breakpoint expression was observed in 100%, which
coincides with what was reported previously. This marker
is fundamental to begin treatment with Imatinib or Niloti-
nib, and it increases survival in up to 80% in five years.?*0
Our panel confirms the clinical diagnosis was performed in
all cases. Cell resistance to chemotherapy drugs can rep-
resent the main cause of failure of current treatments.>" %
As for the expression of drug-resistant genes, ALLs express
ABC-B1 more frequently, followed by AMLs and CMLs. In the
case of ABC-G2, the expression is higher in ALLs, followed
by CMLs and AMLs. It has been reported that the percentage
of healing cases in ALLs in five years is of 30% and in AML
it is between 15 and 25%.% Olarte Carrillo et al. reported
an ABC-B1 frequency of expression of 27.3% in patients with
AML. As for ALL, the frequency varies between 22 and 47%
by protein analysis.3*3> The expression at the time of diag-
nosis could be of use during the follow-up treatment and
prognosis of the disease. There is controversy over its pre-
dictive association. Our research group previously reported
an association with treatment failure in 22 patients with
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AML.3%% In the case of the expression of genes ABC-G2,
only an increment in malignant progenitor cells derived from
CML has been reported.®® In this study, an increment in the
frequency of CML and ALL was found, so this could be asso-
ciated with the mechanisms of resistance to inhibitors. In
the case of the biomarkers involved in epigenetic changes
like MAGE A3 and NY-ESO-1, there was no sign of expression
in any of the analysed samples. Previously, in a series of 115
patients, MAGE-A3 expression was found in 41% of AML and
30% of ALL,* involved in the progression of the disease; in
the case of MAGE A3, we have detected its expression in 46%
of diffuse large B-cell lymphomas and an involvement with
a lower survival rate. 74

In conclusion, the panel used by means of RT-PCR enables
to back routine methods for decision-making in treatments,
not only in the beginning but also in the detection of the
minimal residual disease, which enables assessment of the
tumour load in a precise and specific manner. Having a panel
of 11 standardised markers reduces the time it takes to
arrive at a diagnosis of oncohaematologic diseases. Knowing
the frequency of expression within our population enables
us to have timely detection and control, which improves the
performance of current available treatments.
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