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Glosario

Apoptosis: Tipo de muerte celular que usan los organismos multicelulares para eliminar
células danadas o no necesarias de una forma perfectamente controlada.

Cariotipo: Conjunto de los cromosomas de una célula, de un individuo o de una especie,
después del proceso en que se unen por pares de cromosomas idénticos y se

clasifican segiin determinados criterios.

Cebador: Pequefia cadena de nucledtidos a partir de la cual la ADN polimerasa inicia la
sintesis de una molécula nueva de ADN.

Clona: Produccion de una célula idéntica.
Endégeno: Que se origina por causas internas.
Epigenética: Cambios heredables en el ADN e histonas que no implican alteraciones en la

secuencia de nucledtidos y modifican la estructura y condensacion de la
cromatina, por lo que afectan la expresion génica y el fenotipo.

Epistaxis: Hemorragia nasal.
Fenotipo: Conjunto de caracteres observables en un ser vivo en que se expresa un genotipo.
Gingivorragia: Hemorragia espontanea que se produce en las encias.

Hematopoyesis: Formacion de los globulos rojos de la sangre que tiene lugar principalmente
en la médula roja de los huesos.

Hematoquesia: Salida de sangre a través del recto como resultado de una hemorragia en el
recto, en el colon o en los tramos superiores del tracto digestivo.

Hematuria: Presencia de sangre en la orina.

Inmunodeficiencia: Estado del organismo consecuente a una deficiencia funcional del sistema
inmunitario de defensa.

Inmunofenotipificacion: Técnica utilizada para estudiar la proteina expresada por las células.
Inmunoglobulina: Proteina presente en el suero sanguineo y otras secreciones con capacidad
para combinarse especificamente con el antigeno que se encuentra en el

origen de su produccion.

Linfotrépico: Asociado con, o atraidos hacia los ganglios linfaticos



Melena: Expulsion de heces negras, viscosas y malolientes debido a la presencia de sangre
degradada proveniente del tubo digestivo superior.

Monosomia: Una célula que no tiene un numero normal de cromosomas como resultado de
una mutacion (aneuploidia).

Mutacion: Cambio en la secuencia de un nucledtido o en la organizacién del ADN de un ser
vivo, que produce una variacidn en las caracteristicas de éste y que no
necesariamente se transmite a la descendencia. Se presenta de manera espontanea
y subita o por la accidon de mutagenos.

Neoplasia: Formacion anormal en alguna parte del cuerpo de un tejido nuevo de caracter
tumoral, benigno o maligno.

Patogénesis: Origen y evolucion de una enfermedad con todos los factores que estan
involucrados en ella.

Prevalencia: Herramienta de medicion que se utiliza en las estadisticas médicas. Proporciona
informacion sobre el nimero de personas afectadas por una enfermedad o
cualquier otro evento.

Proliferacion: Incremento de la cantidad o el nimero de algo de forma répida.

Protooncogen: Genes que codifican factores de transcripcion que estimulan la expresion de
otros genes, moléculas de transduccion de sefales que estimulan la division
celular y reguladores del ciclo celular que hacen que la célula progrese a

través de este ciclo.

Translocacion: Desplazamiento de un segmento de un cromosomaa un nuevo lugar en
el genoma.

Abreviaturas


https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirribonucleico
https://es.wikipedia.org/wiki/Ser_vivo
https://es.wikipedia.org/wiki/Ser_vivo
https://es.wikipedia.org/wiki/Mut%C3%A1geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Cromosoma
https://es.wikipedia.org/wiki/Genoma

ATP
ADN
GECIL
FAB
FLT3

Adenosin Trifosfato
Acido Desoxirribonucleico

Grupo Europeo de Clasificacion Inmunolégica de Leucemias
Clasificacion Franco Americana Britanica

FMS-like tyrosine kinasa 3

HPLC Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (por sus siglas en inglés High-Performance

HSC
Ig

ITD

M
LLA
LLA-TA
LLC
LLC-B
LLC-T
LMA
LMC
M-CSF
NK
OMS
PCR
PDGFR
RNA
RTK
RT-PCR
SMD
SMP
TKD
™
VEB
VIH

Liquid Chromatography)
Hematopoyetic Stem Cell (Células Madre Hematopoyéticas)
Inmunoglobulina

Duplicacion en Tandem Interno (internal tandem duplicacion)
Yuxtamembrana

Leucemia Linfoblastica Aguda

Leucemia Linfoblastica Aguda T en adultos

Leucemia Linfocitica Cronica

Leucemia Linfoblastica Cronica B

Leucemia Linfoblastica Cronica T

Leucemia Mieloide Aguda

Leucemia Mieloblastica Cronica

Receptor de Macrofagos Factor Estimulante de Colonias
Natural Killer

Organizacion Mundial de la Salud

Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Receptores del Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas
Acido Ribonucleico (Ribonucleic acid)

Receptores Tirosin Kinasa

Retrotranscriptasa-Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Sindrome Mielodisplasico

Sindrome Mieloproliferativo

Dominio Tirosin Kinasa (Tyrosine kinase domain)
Transmembrana

Virus de Epstein Barr

Virus de Inmunodeficiencia Humana



1. RESUMEN

La leucemia es la neoplasia que con mas frecuencia se asocia a las radiaciones ionizantes y a
agentes quimicos. Asimismo, se ha observado un incremento del riesgo de desarrollar una
leucemia secundaria en pacientes tratados con quimioterapia (Benett, et al., 1976).

A nivel molecular, la caracterizacion de alteraciones genéticas en pacientes diagnosticados de
LMA con cariotipo normal permite identificar distintos subgrupos pronosticos. Estas
alteraciones se pueden englobar en: aquellas que se producen en proteinas que interfieren con
factores de transcripcion relacionados con la regulacion de la diferenciacion hematopoyética
normal (AMLI1-ETO Y NPM1) y aquellas relacionadas con las cascadas de transduccion de
sefial asociadas con la supervivencia celular o vias de muerte celular programada o apoptosis
(FLT3).

Se ha utilizado con éxito marcadores moleculares de enfermedad minima residual en
pacientes con LMA portadores de alguna translocacion, por lo tanto ademas del factor
prondstico es de alta utilidad en el seguimiento posterior de la enfermedad por técnicas de
PCR cuantitativa (Martinez, et al, 2010).

El gen FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) codifica para un receptor tipo tirosina cinasa (RTK)
de clase III, que esta relacionado estructuralmente con FMS, KIT, PDGFRa y PDGFRf
(Lagunas, 2015).

Existen evidencias clinicas y experimentales que indican que FLT3 es un protooncogen con
capacidad de prolongar la sobrevida y aumentar la capacidad proliferativa de blastos
leucémicos (Lyman, 1993 & Meshinchi, 2009).

Se ha demostrado que el receptor FLT3 juega un papel importante en la supervivencia,
proliferacion y diferenciacion. Este receptor tiene un papel importante en la patogénesis de la
leucemia, se expresa en diferentes niveles en las células debido al tipo de leucemias agudas.

La expresion de FLT3 se demostré en 30% de los pacientes con LLA y en el 70-100% de los
pacientes con LMA (Karabacak, 2010).

La duplicacion en tdndem interna (ITD) y el dominio tirosin quinasa (TKD) son mutaciones de
FLT3, mutaciones que conducen a la autofosforilacion del receptor FLT3 ligando
independiente y por consiguiente activacion de la tirosin quinasa. Como resultado de esto, las
vias relacionadas con la proliferacion, la diferenciacion y resistencia a la apoptosis se activan.
En los ultimos afios, ha sido objeto de varios estudios como marcador pronostico (Karabacak,
2010).

10



Las alteraciones genomicas del gen FLT3 conducen a la activacion del receptor autdbnomo,
desregulacion de las vias de sefales de transduccion de FLT3, contribuye a la patogénesis

mieloide, y se han relacionado con la respuesta al tratamiento y el resultado clinico (Juan,
1997).

Desde el descubrimiento de las mutaciones del gen FLT3 en 1996, ha habido un interés
significativo en el examen de la biologia molecular y la importancia clinica

11



2. MARCO TEORICO

Una leucemia implica que una célula temprana sufre un cambio genético que hard que se

produzca sin control una clona anormal de si misma porque las células anormales se
multiplican en imagen y semejanza de ellas mismas, por lo que ocupan paulatinamente el

espacio de la medula 6sea normal.

Diversos autores han informado acerca de esta patologia:

e 1827: El primer informe de leucemia se atribuye a Velpeau.

e 1847: Virchow acufid el término leucemia y lo definié como dos afecciones: una esplénica
y otra linfatica, considerando como antecedente la afeccion de dichos 6rganos.

e 1891: Ehrlich introdujo métodos para su distincion.

e 1913: Se da la primera clasificacion en agudas y cronicas, ademas en mieloides y linfoides.

e 1917: Se reconocid el aumento de su prevalencia entre nifios de uno a cinco afios de edad y

se inicio el intento de los médicos por tratarla de forma paliativa con quimicos.

e 1962: Se sugiri6 el “tratamiento total”, que consiste en cuatro fases: 1. Induccion de la
remision; 2. Consolidacion o intensificacion; 3. Tratamiento intratecal o meningeo

preventivo y 4. Mantenimiento o tratamiento prolongado.

En el Cuadro 1 se enlista la clasificacion morfoldgica vigente y actual de los padecimientos
malignos de la sangre donde se reconocen 11 tipos (Hurtado, et al., 2012).

Cuadro 1. Clasificacion Francesa-Americana-Britanica (FAB).

Leucemias agudas mielobldsticas
MO LMA no diferenciada Pobre pronostico
MIl LMA con diferenciaciéon minima Bastones de Auer en blastos
M2 LMA con maduracién Prondstico favorable
M3 Leucemia promielocitica Blastos granulados
M4 Leucemia mielomonocitica Diferenciacion mieloide
M4Eo Leucemia aguda mielomonocitica con eosin6filia | Buen pronostico
M5 Leucemia aguda monoblastica pura Enfermedad extramedular
M6 Leucemia eritroide Igual que M5a
M7 Leucemia megacariocitica Prondstico pobre
Leucemias agudas linfobldsticas
L1 LLA infantil Blastos pequefios con citoplasma pequefio
L2 LLA adulto Blastos grandes con citoplasma medio
L3 B-células maduras Blastos redondos y citoplasma basofilo
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Las leucemias conforman un grupo de enfermedades en las que la manifestaciéon comun es una
proliferacion no regulada y maligna de células endogenas de la médula 6sea (Rodak, 2005).

Ortega, et al.,(2007) definen a la leucemia como enfermedades neoplésicas que se deben a una
mutacion somatica de la célula progenitora, de la linea mieloide o la linfoide, su evolucién
varia desde las que conducen rapidamente a la muerte hasta las que evolucionan con lentitud,
y se les conoce como agudas o cronicas, respectivamente.

El subtipo mas comun de leucemia infantil, es la Leucemia Aguda Linfoblastica (LLA),
representa el 75-80% de todos los casos, mientras la Leucemia Mieloide Aguda (LMA)
compone aproximadamente el 20% (Hurtado, et al., 2012).

Para un correcto diagnostico es necesario realizar un aspirado de médula 6sea y se requiere de
un 20% de blastos para establecer el criterio de leucemia aguda en cualquiera de sus
variedades.

En el mismo procedimiento se deben obtener muestras para la clasificacion final del
padecimiento y solicitar cariotipo e inmunofenotipo, ya que actualmente el criterio
citomorfologico es de vital importancia pero ya no es suficiente debido a la existencia
rearreglos cromosOdmicos y multiples mutaciones genéticas que se han descrito.
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3. GENERALIDADES DE LEUCEMIAS

3.1 Etiologia

La leucemia es la neoplasia que con mas frecuencia se asocia a las radiaciones ionizantes y a
agentes quimicos. Asimismo, se ha observado un incremento del riesgo de desarrollar una
leucemia secundaria en pacientes tratados con quimioterapia (Benett, et al., 1976).

Las leucemias linfoblasticas (LL) afectan a las estirpes celulares tipo B y T. Hay varios
factores de riesgo para padecer este tipo de enfermedad:

» Ambientales: exposicion a rayos X en Utero o reacciones nucleares.

* Ocupacionales: tareas agricolas, soldadura, industria maderera, uso de pesticidas,
plaguicidas, tintes de cabello y solventes.

* Quimioterapia y radioterapia previas.
* Farmacos: como la Fenitoina.
* Tabaquismo antes y durante el embarazo, consumo materno de alcohol en el embarazo.

* Dieta rica en nitratos que se emplean como aditivos en la fabricacion de productos carnicos
curados y, en menor medida, en la conservacion del pescado y en la produccion de queso.

 Agentes infecciosos, sobre todo virales, como causas de enfermedades neoplésicas.

Un ejemplo de este ultimo punto son los linfomas no Hodgkin que se relacionan con aparicion
de infeccion viral. Las células tumorales de Burkitt africano contienen el genoma del virus
Epstein-Barr (VEB), que expresa el receptor CD21 del mismo virus; sin embargo, no hay
pruebas directas de células B o T en la LLA. ElI VEB se vincula con linfoma de Burkitt o
LLA-L3, y también se han demostrado linfomas relacionados con VIH. Otro agente infeccioso
es el virus linfotropico humano tipo 1, agente causal de leucemia (linfoma de células T)
(Ortega, 2007).

En 5% se relaciona con aparicion de sindromes genéticos, como el Sindrome de Down, con
mayor riesgo de manifestar leucemia linfoblastica aguda (LLA); inmunodeficiencia hereditaria
o adquirida, como deficiencia de inmunoglobulina A; agammaglobulinemia y sindrome de
Wiskott-Aldrich, otra enfermedad con alto riesgo de padecer LLA (Ortega, et al., 2007).

Los hallazgos citogenéticos en células de Leucemia Mielode Aguda (LMA) han permitido
identificar genes importantes en la patogénesis. Mutaciones somaticas en el 80% de éstos
pacientes resultan de traslocaciones cromosdmicas que afectan una region critica de proto-
oncogenes; el producto aberrante de ésta alteracion interrumpe vias que regulan la
diferenciacion, el crecimiento o supervivencia de progenitores de células sanguineas.
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Las traslocaciones mas prevalentes en LMA incluyen la t(8;21)(q22;q22) afectando los genes
AMLI/ETO, la t(15;17)(q31;q22) afectando los genes PML/RARa, la t(9;11)(p22;q23)
afectando los genes MLL/AF9 y la t(9;22)(q34;q22) afectando los genes BCR/ABLI (Cuadro
2).

En ciertos casos, monosomias parciales o completas de algunos cromosomas (i.e. cromosoma
5 6 7) o ganancias de cromosomas como el 4, 8 o 13 son las principales anormalidades
citogenéticas observadas, aunque en las ultimas no se ha definido completamente su
participacion. Asimismo, es interesante mencionar que pacientes con las traslocaciones 8;21 y
15;17 tienen un pronodstico mas favorable; en contraste, portadores de monosomias afectando
los cromosomas 5 ¢ 7 tienen los pronosticos menos favorables (Calvo, 2013).

3.2 Incidencia

De los mayores problemas en las naciones en desarrollo, es la alta incidencia de cancer infantil
y los limitados recursos financieros para desarrollar un programa nacional sélido para el
diagndstico precoz y el tratamiento de estos pacientes. En la actualidad el cancer pediatrico
debe considerarse como una prioridad de salud infantil en el mundo (Rivera, et al., 2014).

En México conforme el registro Global de Cancer (Globocan, 2008), la incidencia de
leucemias es de aproximadamente 5.2 casos/100 habitantes. En cuanto a la estirpe, en el
Registro Histopatologico de Neoplasias Malignas se consigna que la variedad linfoide es la
mas frecuente (60 % de los casos).

Uno de los principales factores que influyen en la aparicion y pronéstico de la LMA y LLA es
la edad. En una serie pediatrica, Pérez, et al. estimaron que la LLA es la variedad mas
frecuente en la Ciudad de México (81 % de los casos) y que el principal pico de presentacion
sucede entre los dos y seis afios de edad. Esto es semejante a lo sefialado en otras series
internacionales (Eurocare, The Automated Cancer Information System). En adolescentes y
adultos jovenes, la edad también es la variedad mas frecuente, a diferencia de la LMA que es
mas comun en los adultos mayores.

La clasificacion de la FAB es aun de utilidad para estratificar los diferentes subtipos de
leucemia, incluso, en la mieloblastica aguda su valor es mayor, ya que permite diferenciar
subtipos con implicaciones pronosticas.

En México, Buitrén Santiago ef al. encontraron que la LMA subtipo M2 es la mas frecuente
(30.1 %), seguido de M4 (28.3 %), si bien la diferencia no tuvo relevancia prondstica
(Santoyo, et al. 2014).

Entre el afio 2007 al afio 2012 se registraron 14,178 pacientes con cancer: leucemia (49.8%),
el linfoma (9.9%) y los tumores del sistema nervioso central (9.4%).
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El predominio de la LLA fue documentado en todos los grupos de edad en comparacion con
LLA y no cronica. Los linfomas se documentaron en 1417 pacientes de los cuales 52.2%
tenian linfoma no Hodgkin y el 47.8% de los niflos que se presentan con el linfoma de
Hodgkin; esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Esta tendencia indica
claramente que la participacion del Seguro Médico ha tenido un efecto beneficioso sobre el
cumplimiento del tratamiento. La tasa de mortalidad nacional / estado de residencia era de 5.8
en 2007 - 5.3 en 2012 / 100000 / afio (Rivera, et al., 2014).

Desde 2010, en México, el cancer es la segunda causa de mortalidad en nifios entre 4 y 15
anos de edad. Esto podria estar relacionado con una remision tardia a las instituciones de
expertos para el diagndstico y tratamiento multidisciplinario temprano céancer.

La incidencia de la LLA se ha incrementado a 30.9 % en un lapso de 40 afios. El Registro
Epidemiologico de Neoplasias Malignas informa por cada 100 000 habitantes de la poblacion
general una incidencia anual de leucemias agudas es de 2; de LLA es de 1.3 y de LMA es de
0.7. Existen diversas limitantes en nuestro pais para la realizacién de un registro adecuado
como la falta de reporte de casos en zonas rurales o unidades de tercer nivel o las limitaciones
del seguimiento por cambios a otras instituciones. El tltimo de estos registros fue el del Grupo
Hematoldgico del Sur, el cual reportd en un periodo de cinco anos de un total de 1879
pacientes, 675 casos de leucemias (392 leucemias agudas y 283 leucemias cronicas)
(Gonzélez, 2012).

En el Hospital General de México se realizé un estudio donde se presentaron las frecuencias
de las diversas leucemias agudas acorde con la clasificacion del grupo FAB en el
Departamento de Hematologia.

Con base en los registros médicos y de laboratorio, se realizd un estudio retrospectivo,
comparativo y observacional en dos periodos. El primer periodo abarcd de enero de 2008 a
diciembre de 2009, y el segundo de enero de 1990 a noviembre de 1992. Para el andlisis
estadistico se consideraron como variables de estudio la edad de presentacion y el subtipo
morfoldgico acorde con la clasificacion del grupo FAB. Se incluyeron todos los pacientes que
contaran con el criterio diagnodstico acorde con lo establecido por la FAB como se muestra en
la Figura 1 (Gonzalez, 2012).
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Figura 1. Frecuencia de las diferentes variantes de leucemias agudas en los periodos de estudio de
acuerdo con la clasificacion FAB (Gonzalez, 2012).

La leucemia aguda es la principal causa de ingresos en los departamentos de hematologia y
conlleva alta morbilidad y mortalidad. Acorde con la edad, la LLA es la principal neoplasia en
la edad pediétrica y durante la adolescencia el subtipo de leucemia linfoide aguda LLA-L1 es
el mas frecuente. Diversos informes en Estados Unidos y Europa mencionan que durante la
edad adulta, la LMA es la leucemia aguda més frecuente, con un pico maximo de presentacion
por encima de los 60 afios.

A diferencia de éstos, en el estudio fue la segunda mas frecuente, y los subtipos LMA-M4 y
LMA-M3 los mas comunes. Otro objetivo de este estudio fue evaluar el comportamiento de
subtipos especificos de leucemia aguda. Uno de los principales subtipos es la leucemia
promielocitica aguda (LPA/LMA-M3). Diversos autores han referido una mayor frecuencia de
este subtipo de leucemia mieloide en poblacion de origen latino americano (Gonzélez, 2012).

En el Instituto Mexicano de Seguridad Social (IMSS) la incidencia global de la leucemia se
encontro entre el 55.4 y 58.4 millones (Pérez, 2011).

3.3 Clasificacion de las leucemias

Las leucemias se clasifican de acuerdo a distintos criterios principalmente por la rapidez de la
evolucion de su cuadro clinico y del tronco celular del que proceden las células.

Estos criterios nos permiten diferencias cuatro tipos principales de leucemias: Leucemia
Mieloide Aguda (LMA), Leucemia Linfoide Aguda (LLA), Leucemia Mieloide Cronica
(LMC), Leucemia Linfoide Crénica (LLC) (Garcia, et al, 2015).
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3.3.1 Leucemias agudas

Las leucemias agudas son proliferaciones neoplésicas de células hematopoyéticas inmaduras,
en las que disminuyen tanto la produccién de células maduras como la apoptosis y en
consecuencia se acumulan las células blésticas.

Segun la revision de la OMS de 2008, se considera leucemia aguda cuando hay un porcentaje
de blastos superior al 20% del total de células en la medula 6sea. Hasta ese afio se consideraba
leucemia cuando el porcentaje de blastos en medula 6sea superaba el 30%.

El diagndstico se realiza mediante el estudio de la medula 6sea y sangre periférica, numerosos
blastos en sangre periférica (hiato leucémico), junto a escasos granulocitos maduros, sumados
a la total ausencia de células intermedias como consecuencia de la interrupcion de los procesos
de proliferaciéon y diferenciacion en una etapa muy temprana. Las leucemias agudas pueden
aparecer de novo o secundarias, derivadas de otras hemopatias o por alquilantes.

El grupo Europeo de Clasificacion Inmunolégica de Leucemias (EGIL) creo, en 1995, un
sistema basado en puntuar el numero y el grado de especificidad de los marcadores expresados
en las células leucémicas.

De acuerdo a estos criterios, las leucemias agudas pueden ser: Leucemia Mieloide Aguda
(LMA); Leucemia Linfoide Aguda (LLA; y en menos del 5% de los casos, Leucemia
bifenotipica, que expresa caracteristicas mieloides y linfoides (LML) (Garcia, et a/ , 2015).

En el siguiente Cuadro 2 de muestra el sistema de clasificacion de las leucemias agudas segun
FAB y OMS.

Cuadro 2. Sistemas de Clasificacion de Francesa-Americana-Britanica (FAB) y de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

A. Clasificacion de la Leucemia Mieloide Aguda (FAB)

MO. Leucemia mieloide aguda sin diferenciacion

M1. Leucemia mieloide aguda con diferenciaciéon minima

M?2. Leucemia mieloide aguda con diferenciacién

M3. Leucemia promielocitica aguda hipergranular o tipica

M3v. Leucemia promielocitica aguda hipogranular

M4. Leucemia mielomonocitica aguda

M4v. Leucemia mielomonocitica aguda con eosinofilia en médula 6sea
MS5. Leucemia monocitica aguda

Mé6. Eritroleucemia

M?7. Leucemia megacariocitica aguda
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B. Clasificacion de la Leucemia Mieloide Aguda (OMS)

Leucemia mieloide aguda con anormalidades genéticas recurrentes

Leucemia mieloide aguda con t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNXI1T1

Leucemia mieloide aguda con inv(16)(p13.1g22) o t(16;16)(p13.1;g22); CBFB-MYH11
Leucemia promielocitica aguda con t(15;17)(q22;q12); PML-RARA

Leucemia mieloide aguda con t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL

Leucemia mieloide aguda con t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

Leucemia mieloide aguda con inv(3)(q21g26.2) o t(3;3)(q21;926.2); RPN1-EVI1
Leucemia mieloide aguda (megacarioblastica) con (t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1
Leucemia mieloide aguda con mutaciones en NPM 1

Leucemia mieloide aguda con mutaciones en CEBPA

Leucemia mieloide aguda relacionada con cambios mielodispléasicos

Relacionada al tratamiento de neoplasias mieloides

Leucemia mieloide aguda, sin ninglin otra especificacion

3.3.1.1 Leucemia Mieloide Aguda (LMA)

La leucemia mieloide aguda (LMA) se refiere a un grupo de trastornos hematologicos
malignos de progresion rapida, fenotipica y genéticamente heterogéneos, los cuales se
caracterizan por la proliferacion clonal desregulada de células inmaduras que han perdido la
capacidad de diferenciarse normalmente en médula 6sea, sangre periférica y otros érganos, a
los que infiltra interfiriendo con sus funciones.

Clinicamente, los pacientes con LMA presentan cansancio, debilidad, palidez, disnea de
esfuerzo, petequias, epistaxis y hemorragia gingival y/o conjuntival. Un 25% presenta dolores
0seos y articulares como sintomas iniciales, aproximadamente la mitad presenta
esplenomegalia, siendo las adenomegalias infrecuentes al igual que la afectacion del sistema
nervioso central.

Esto se traduce en una disminucion de la produccion de células sanguineas normales con los
consecuentes sintomas asociados, como anemia severa, infecciones frecuentes y hemorragias,
llegando a ser fatal dentro del primer afio si no se trata adecuadamente.

El laboratorio muestra anemia moderada a severa, trombocitopenia marcada, leucocitosis a
expensas de células blasticas con disminucion absoluta y/o relativa de los demas componente
normales. Pueden encontrarse ademas, recuentos normales, disminuidos o inclusive ausencia
de blastos. Morfologicamente la médula dsea, se caracteriza por presencia de grandes células
blasticas, de linaje granulocitico que presentan freno madurativo o hiatus leucémico. Estos
blastos poseen abundante citoplasma claro a basofilico, presencia de bastones de Auer y en
algunas ocasiones con granulos muy grandes de tipo Chediak-Higashi (Cano, 2011).

El rango de incidencia es aproximadamente 1.5 por 100,000 en infantes menores de un afio de
edad, decrece a 0.4 por 100,000 en nifios de edades entre 5 y 9 afios, posteriormente se
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incrementa gradualmente a aproximadamente 1 por cada 100,000 personas hacia los 25 afios
de edad, y finalmente comienza a incrementarse exponencialmente hasta aproximadamente a
25 por 100,000 personas en octogenarios.

La LMA puede desarrollarse como progresion de otro trastorno clonal de las células
germinativas hematopoyéticas, resultado de la inestabilidad genomica y la adquisicion de
mutaciones adicionales.

Los principales ejemplos subyacen en las neoplasias mieloproliferativas (NMP), en las cuales
aumenta la produccion de uno o mas tipos de células sanguineas, y los sindromes
mielodisplésicos (SMD), que se destacan por presentar defectos en la maduracion que se
asocian a una hematopoyesis ineficaz.

En el primer caso, las NMP se caracterizan por la presencia de proteinas tirosina cinasa
mutadas cuantitativamente activadas, o bien afectaciones en la sefializacion por los efectores
rio abajo, lo cual ejemplifica perfectamente mutaciones de clase I. Por su parte, los SMD
muestran defectos en factores de transcripcion claves para la diferenciacion hematopoyética
normal y en moduladores de la apoptosis, que asemejan mutaciones de clase 11 (Figura 2). De
esta manera, ambas patologias presentan un primer hit, lo que las hace susceptibles de
desarrollar LMA si son sometidas a una segunda mutacion (Lagunas, 2016).

La clasificacion de la LMA fue por mucho tiempo basada en la morfologia de la clasificacion
FAB (Cuadro 2A) y el inmunofenotipo.

Las primeras pruebas de la base genética de la LMA provienen del andlisis citogenético, en el
cual se detectaron cambios a nivel cromosémico como translocaciones, deleciones,
inserciones, 1inversiones, monosomias, trisomias, poliploidias y otras aberraciones.
Generalmente una o mas anormalidades citogenéticas son encontradas en aproximadamente el
55% de los pacientes con LMA, y debido a esto configuran un fuerte factor prondstico dentro
de la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Cuadro 2B).

Actualmente, los resultados citogenéticos permiten estratificar a los pacientes con LMA en 3
clases; favorable, intermedio y desfavorable, de acuerdo con el prondstico clinico que se
reporta en la bibliografia.

De esta manera, los pacientes con t(8;21)(q22;q22) [RUNXI/RUNXITI1], inv(16)(p13q22)
[CBFB/MYHI11] y t(15;17)(q24;921) [PML/RARA] tienen un prondstico favorable con buena
respuesta al tratamiento y remisiones completas.

Por otra parte, los pacientes con t(9;11)(p22;923) [MLLT3/MLL] se consideran con
pronostico intermedio, y en los pacientes con t(6;9)(p23;q34) [DEK/NUP214], inv(3)(q21q26)
[RPN1/EVI1] y t(1;22)(p13;q13) [RBM15/MKL1] el prondstico clinico es adverso debido a la
agresividad del padecimiento y la baja respuesta al tratamiento. Estas alteraciones
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citogenéticas producen genes de fusion que codifican proteinas aberrantes con propiedades
funcionales alteradas (Lagunas, 2016).

La caracterizacion genético-molecular de estas anormalidades citogenéticas recurrentes reveld
que de manera directa o indirecta interferian con el desarrollo y la homeostasis de las células
sanguineas normales. Asi mismo, al identificarse los puntos de corte en estos rearreglos se
logré identificar los genes afectados, la creacion de genes de fusion y los productos anormales
generados (proteinas quiméricas).

En la mayor parte de estas modificaciones, al menos uno de los genes involucrados codifica un
factor de transcripcion; asi, la proteina quimérica posee cualidades reguladoras de la
transcripcion, pudiendo activar o silenciar genes interactuando con diversos promotores,
enhancers o silencers, o bien regulando la interaccion entre las histonas y el ADN (Lagunas
2016).

3.3.1.2Mutaciones en LMA

El estudio citogenético de las células leucémicas de la sangre periférica y/o de la médula 6sea
de los enfermos con LMA detecta alteraciones en alrededor del 60% de los casos. Es
imprescindible el analisis citogenético convencional, en el diagnostico y es recomendable al
valorar la remision en los casos con cariotipo anémalo.

Un numero creciente de anomalias genéticas de la LMA se identifican mediante RT-PCR o
por FISH. Esta ultima técnica permite estudiar las células en interfase, lo que supone una
ventaja con respecto a la citogenética convencional.

Las Tablas 1 y 2 reflejan el significado pronostico de los hallazgos citogenéticos en la LMA.
Un 30% de los pacientes con LMA tiene alteraciones citogenéticas recurrentes de la
clasificacion OMS. En los casos de LMA con t(15; 17), e inv(16) o t(16; 16) existe una
relacion tan estrecha entre los hallazgos genéticos y la morfologia que la anomalia genética se
puede anticipar cuando se observa con el microscopio la medula ésea y la sangre periférica.

Estas leucemias se asocian a pronostico favorable, por lo que constituyen entidades clinico-
patologicas especificas. La LMA con alteraciones propias de mielodisplasia suelen tener
cariotipo complejo que incluye monosomia o delecion de los brazos largos de los cromosomas
5y 7y lesiones de 3q.

Las anomalias que se observan mas frecuentemente en pacientes tratados con agentes
alquilantes o radioterapia afectan también a los cromosomas 5 o 7, mientras que en los
enfermos que recibieron inhibidores de la topoisomerasa II los hallazgos habituales son
reordenamientos del gen MLL (11923) o 21g22. Aunque no es frecuente, también en pacientes
con LMA secundaria pueden detectarse alteraciones citogenéticas consideradas favorables,
como inv(16), t(16;16), t(8; 21) y t(15; 17).
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Se ha postulado que para que ocurra la evolucion de la LMA deben darse dos clases de
mutaciones: las que le confieren una ventaja proliferativa (clase I), es decir, activan las vias
de transduccion de sefiales y con ello aumenta la proliferacion o supervivencia de las células
progenitoras hematopoyéticas y las que afectan los factores de transcripcion o componentes de
la maquinaria del ciclo celular bloqueando el proceso de diferenciacion celular (clase II)
Figura 2.

Este modelo propuesto por Gillilland en 2001, conocido como teoria de los dos “hits”, supone
que la mayor parte de las leucemias agudas son la consecuencia de al menos dos mutaciones.
La identificacion de estas modificaciones genéticas requiere tecnologia y metodologias que no
son convencionales en los laboratorios de diagndstico y para muchas de ellas atin no se conoce
su asociacion con alguna caracteristica clinica de valor diagnostico o pronostico (Lagunas,
2015).

Figura 2. Modelo de interaccion de las mutaciones asociadas con la aparicion de LMA
(Lagunas, 2015).

3.3.1.3 Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)

Las neoplasias linfoides se originan de las células que normalmente se desarrollan en
linfocitos T (LT citotdxicos, colaboradores o reguladores) o linfocitos B (linfocitos o células
plasmaticas).

La clasificacion FAB se muestra previamente en el Cuadro 1. En general, las neoplasias
linfoides se dividen inmunoldgicamente en aquellas que derivan de precursores linfoides y
aquellas provenientes de linfocitos maduros y células plasmaticas y posteriormente se agrupan
de acuerdo a su estirpe (B o T) (Hurtado, 2012).

En el Cuadro 3 se muestra la clasificacion inmunolégica de las Leucemias Linfoblasticas
Agudas (LLA) tomando en cuenta la expresion de los antigenos u otros marcadores de células
leucémicas. Se trata de una clasificacion simplificada elaborada por un grupo de hematologos
latinoamericanos empleando pocos anticuerpos monoclonales (Ruiz-Argiielles, 1994).
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Cuadro 3. Clasificacion inmunologia de Leucemias Linfoblasticas Agudas

Leucemia Variantes Anticuerpos obligados
Leucemia Linfoblastica Nineuna CD7, CD3c, CD2, CD34,
Aguda T o CD45,1dl
Leucemia Linfobléstica é) rc‘(’);jn CD79a, CD19, 1 ILA-DR,
Aguda B B CD34, CD45.

La LLA abarca una serie de entidades distintas que se caracterizan por reordenamientos
cromosOmicos, variaciones estructurales, y las mutaciones de secuencia que perturban la
maduracion linfoide, la proliferacion celular, la supresion del crecimiento celular, y Ia
regulacion epigenética. La comprension de la base genética de la LLA ha sido transformada
por los estudios de perfiles genomicos que han identificado varios objetivos de recurrentes
alteraciones genéticas y han definido nuevos subtipos de LLA.

En LLA infantil es mas comun observar un linaje de células B que de células T e incluye casos
asociados con hiperdiploidia, hipodiploidia, y reordenamientos cromosdémicos resultantes en
los genes de fusion quimérica, incluyendo ETV6-RUNXI1, TCF3-PBX1 y BCR-ABLI, asi
como reordenamientos de MLL y CRLF2.

Un subtipo de precursores de células B es BCR-ABLI-like, o cromosoma Filadelfia (Ph-like),
LLA. Los pacientes con Ph-like no tienen BCR-ABLI, proteina de fusion expresada a partir
de (9;22) (q34; ql1.2), sin embargo, el cromosoma Filadelfia tiene un perfil de expresion
genética similar a la de los pacientes con BCR-ABL1 LLA. Deleciones o mutaciones del
factor de transcripcion de genes IKZF1 linfoide son un sello distintivo de ambos BCR-ABLI1-
positivo y Ph-like LLA.

Secuenciacion del transcriptoma y secuenciacion de todo el genoma de 15 nifios con
cromosoma Ph, identificd reordenamientos cromosdmicos o mutaciones de secuencia de
desregulacion de los receptores de citoquinas y genes de tirosina quinasa en los 15 nifios.
Ademas, se ha reportado pacientes con cromosoma Ph, LLA y la fusion de los genes EBF1 -
PDGFRB han tenido respuesta a la terapia con inhibidores de tirosina quinasa (Roberts, 2014).

Mutaciones en el gen FLT3 también se encuentran en adultos y pediatricos con diagndstico de
LLA pero son mucho menos frecuentes que en la LMA. El FLT3 se sobre expresa en el nivel
de ARN vy proteina en la mayoria de linaje B y en LMA. También se sobre expresa en un
subconjunto mas pequeio de LLA-T y LMC (Elyamany, 2014).
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3.3.2 Leucemias cronicas
Se dividen en Leucemia Mieloide Crénica (LMC) y en Leucemia Linfoide Cronica (LLC).
3.3.2.1 Leucemia Mieloide Croénica (LMC)

La LMC también denominada Leucemia Granulocitica o Leucemia Mielocitica Cronica, es
uno de los desérdenes mieloproliferativos que puede ocurrir a cualquier edad, pero es mas
comun en la tercera edad.

Resulta de la mutacion en una célula madre pluripotencial, cuya proliferacion anormal limita
la hematopoyesis normal. La célula madre leucémica produce grupos celulares con tendencia
leucémica, los precursores de la linea eritroide, granulocitica y megacariocitica.

Esta leucemia es caracterizada por dos fases:

e [Fase cronica, lenta, estable o benigna que se prolonga en ocasiones por mas de tres
aflos y se caracteriza por la acumulacion de precursores de la linea granulocitica y de
sus derivados celulares en diferentes etapas de maduracion, en la medula 6sea y en la
sangre periférica, que clinicamente se manifiesta por mayor o menor grado de anemia,
esplenomegalia y hepatomegalia.

e Fase aguda o crisis blastica: caracterizada por la predominancia de un clon en el cual
las células fallan en su diferenciacion y en su capacidad de responder a los factores
reguladores de la mielopoyesis y desencadena una infiltracién celular sistémica con
empeoramiento de la anemia, tendencia al sangrado por trombocitopenia e infeccion
por leucopenia. En esta situacion un 60% de las células son fenotipicamente
mieloblastos y un 30% linfoblastos y con presencia de otras traslocaciones
cromosOmicas, ademas del cromosoma Ph en mas del 95% de los pacientes en fase
cronica.

3.3.2.2 Leucemia Linfoide Cronica (LLC)

Es una proliferacion monoclonal maligna de linfocitos B, en su mayoria, menos del 5% estan
caracterizadas por linfocitos T.

Factores genéticos e inmunoldgicos, acentuados por agentes leucemogénicos, son importantes
en la etiopatogenia.

Dentro de la clasificacion de estas leucemias figuran sietes grupos, de células B (LLC-B), de
células T (LLC-T), de células T en adultos (LLA-TA), leucemia prolinfocitica, tricoleucemia,
Sindrome de Sezary, linfoma y la macroglobulinemia de Waldenstrom (Camacho, 1988).
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3.4 Pruebas de laboratorio para deteccion de leucemias

En la actualidad se utilizan nuevas técnicas para el diagnostico de las neoplasias leucocitarias
que ayudan en la clasificacion de las patologias y orientan sobre el tratamiento diana mas
adecuado. Las pruebas que se utilizan en el laboratorio son:

o Citometria hematica y frotis de sangre periférica

e Estudio de la morfologia celular en medula 6sea:
0 aspirado de médula dsea con tinciones habituales y tinciones especificas
O biopsias de la medula osea.

e Inmunofenotipo por citometria de flujo.

e (ariotipo con metodologia de bandas G.

e PCR.

3.4.1 Citometria hematica (CH)

La CH es el examen de laboratorio de mayor utilidad y mas frecuentemente solicitado por el
clinico. Esto es debido a que en un solo estudio se analizan tres lineas celulares
completamente diferentes: eritroide, leucocitaria y plaquetaria, que no sélo orientan a
patologias hematologicas; sino también a enfermedades de diferentes Organos y sistemas
(Lopez, 2016).

Los leucocitos son las células nucleadas de la sangre; incluyen a los neutrofilos segmentados y
en banda, monocitos, eosinédfilos y baséfilos que forman parte de la inmunidad innata de cada
individuo. Los linfocitos corresponden a las células que participan en la inmunidad adaptativa.

En el nifo la distribucion de los leucocitos varia con la edad, pero es importante recordar que
mas que el porcentaje en la CH, deben tomarse en cuenta los valores absolutos de cada uno de
ellos;

e los neutrofilos absolutos en los primeros seis meses de vida deben ser superiores a
1,000/mm?*, mientras que posterior a esta edad los deberemos encontrar por arriba de
1,500/ mm?.

e En cuanto a los linfocitos en la circulaciéon encontraremos un minimo de 1,000/mm?,
que corresponden a linfocitos B y T, aunque morfologicamente es imposible
distinguirlos.

Las enfermedades hematologicas malignas son una causa frecuente de leucocitosis/leucopenia.
En estos casos es necesaria una revision cuidadosa del frotis de sangre periférica en donde se
demostrard neutropenia y con frecuencia podemos encontrar células inmaduras, blastos,
asociado a disminucion de la hemoglobina y de las plaquetas (Lopez, 2016).

El diagnostico y la clasificacion especifica del tipo de leucemia aguda se basan en la presencia
de leucocitos normales, bajos o altos, pero en la mayor parte de los casos acompafiados de
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blastos (mieloblastos, monoblastos, linfoblastos), segiin se observa en el frotis de sangre
periférica o en el aspirado de medula 6sea. Como los blastos desplazan a los elementos
normales de la medula 6sea, se presenta neutropenia absoluta.

En el cuadro siguiente se muestran resultados de la CH que guian al diagnostico de LA
(Pérez, 2011).

Cuadro 4. Alteraciones en la Citometria hematica en leucemia aguda

Globulos rojos Elevado
Hemoglobina Elevados .

. Otros estudios:
Hematocrito Elevado Aspirado de medula
VCM Normal PR
HCM Normal
CHCM Normal
Reticulocitos Normal o elevado ligeramente
Leucocitos Bajo, normal o elevado S,

- - Diagnostico:
Diferencial Blastos Leucemia acuda
Frotis Neutropenia absoluta g
Plaquetas Bajo

3.4.2 Aspirado de medula 6sea

Se utiliza para diagnosticar, confirmar o en el seguimiento de enfermedades hematoldogicas, asi
como una herramienta de diagnostico en los trastornos no hematologicos y neoplasias
malignas.

En los adultos, la aspiracion de medula 6sea puede realizarse desde el esternon a nivel del
espacio intercostal, la cresta iliaca anterior, o la cresta iliaca posterior. Debido a la mayor
profundidad de penetracion requerida, las biopsias de medula dsea se realizan normalmente de
la cresta iliaca posterior, en la region de la espina iliaca, un lugar que normalmente tiene una
alta concentracion muy hematopoyética de medula 6sea activa.

El diagnostico de la Leucemia Aguda se efectia con el estudio de extendidos de sangre
periférica o aspirados de medula 6sea, empleando tinciones pancromicas del tipo May
Grunwald-Giemsa, Wright o Romanowsky. Cuando la invasion blastica de la sangre periférica
es muy grave, no hay dificultad para establecer el diagnostico.

Este estudio debe hacerse siempre acompafniado de una biopsia de hueso, para lo que se
emplean agujas especiales que permiten hacer ambos procedimientos en una sola puncion. La
presencia de cuerpos o bastones de Auer en las células leucémicas de sangre periférica o de
medula 6sea es suficiente para establecer un diagnostico o inequivoco de LMA (Ruiz-
Argiielles, 1994).
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3.4.3 Citometria de flujo

La citometria de flujo representa un método rapido objetivo y cuantitativo de analisis de
células, ntcleos, cromosomas, mitocondrias u otras particulas en suspension.

El principio en el que se basa esta tecnologia es simple: hacer pasar células u otras particulas
en suspension alineadas y de una en una por delante de un haz luminoso. La informaciéon
producida puede agruparse en dos tipos fundamentales: la generada por la dispersion de la luz
y la relacionada con la emision de luz por los fluorocromos presentes en la célula o particula al
ser excitados por el rayo luminoso. Las sefales luminosas detectadas se transforman en
impulsos eléctricos que se amplifican y se convierten en sefiales digitales que son procesadas
por una computadora (Barrera, 2004).

En 2005 se establecid la utilidad clinica del inmunofenotipo para la clasificacion, pronostico y
seguimiento de los pacientes con leucemia aguda (LA), y para el diagnostico, clasificacion,
prondstico y seguimiento de los pacientes con padecimientos linfoproliferativos cronicos
(PLPC).

Mediante el inmunofenotipo se pueden clasificar cuatro tipos de leucemias: a) leucemia aguda
linfoblastica de estirpe T (LAL-T), b) leucemia aguda linfobléstica de precursores de células B
(LAL-B), ¢) leucemia aguda mieloblastica (LAM) y d) leucemia aguda bifenotipica (LAB).

La combinacion de los marcadores CD2, CD7 y CD3 citoplasmico se considerd la mas
apropiada para definir a la LALT, requiriendo la co-expresion de CD3 citopladsmico con
cuando menos uno de los otros dos antigenos. Para establecer el grado de madurez se
recomendo investigar la expresion de CD34, TdT y la intensidad de expresion del CD45. No
se considero de relevancia clinica una subclasificacion de la LAL-T.

Para la clasificacion de la LAL-B, ademds de la combinacion de anticuerpos CD19 y 1D79a
se decidio, por utilidad terapéutica y clinica, adoptar la subclasificacion del EGIL en: Pro-B
(B-I), Comun (B-II), Pre-B (B-IlI) y LAL de células B maduras (B-IV) empleando los
anticuerpos CD10, CD34 y CD45.

Al igual que para la LAL-B, para la identificacion de la LMA se considerd el uso de tres
diferentes categorias de anticuerpos esenciales CD13, CD33, CD117, HLA-DR, CD34, CD45
(Piedras, 2006)
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3.4.4 Cariotipo con metodologia de bandas G

El cariotipo es el conjunto de cromosomas de una célula en metafase, ordenados de acuerdo a
su morfologia y tamafio, que caracterizan una especie. Las células somaticas del humano
poseen en el nicleo 46 cromosomas (23 pares): una dotacion de 22 autosomas procedentes de
cada progenitor y un par de cromosomas sexuales, un cromosoma X de la madre y un X o un
Y del padre. Los gametos (6vulos y espermatozoides) poseen una dotacion haploide de 23
cromosomas.

El cromosoma estd formado por dos cromatides unidas por un centromero (Figura 3). Este se
divide en dos brazos, el brazo corto denominado con la letra p y el brazo largo denominado
con la letra q.

T
Cromatide

Telomero

Figura 3. Esquema general de un cromosoma (Benasayag, 2010).

En la actualidad se ha establecido el componente genético de numerosas neoplasias y en varias
de ellas las alteraciones cromosOmicas se reconocen como un elemento critico en su
patogénesis, modificando el funcionamiento de algunos oncogenes.

En relacion con las leucemias, las alteraciones citogenéticas que sirven como marcadores de
las mismas, pueden presentarse tanto en el nimero como en la estructura cromosémica. Para
detectar los cambios cromosémicos asociados con cancer, las células afectadas deben ser
analizadas por cariotipo, mediante técnicas convencionales de bandeo las cuales permiten, en
la mayoria de los casos, identificar las alteraciones presentes.

El analisis cromosdmico usualmente se lleva a cabo en células en mitosis (division celular),
cuando los cromosomas se hacen visibles como entidades independientes, al microscopio
optico. Luego de identificar cada cromosoma por su forma, tamafio y propiedades de tincion
caracteristicas, se puede confeccionar el cariotipo.

Muchas de las alteraciones citogenéticas son caracteristicas de una enfermedad en particular o
de un subtipo de la enfermedad. Por ello, alteraciones cromosdmicas especificas,
especialmente en hematologia, proveen informacion para el diagndstico, prondstico y
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tratamiento. Las alteraciones citogenéticas pueden ser verdaderos biomarcadores para el
cancer humano.

Se puede identificar cada cromosoma utilizando diferentes técnicas de tincion. Las bandas G
es una técnica de rutina utilizada en los laboratorios de citogenética. Los cromosomas se tratan
con tripsina para desnaturalizar las proteinas cromosoémicas y luego se tifien con Giemsa. Cada
par de cromosomas se tifie con un patrén caracteristico de bandas claras y oscuras.

Muchas de las alteraciones citogenéticas son caracteristicas de una enfermedad en particular o
de un subtipo de la enfermedad. Por ello, alteraciones cromosomicas especificas,
especialmente en hematologia, proveen informacioén para diagndstico, prondstico y/o para el
tratamiento, ya que son verdaderos biomarcadores para cancer humano.

Gracias a los avances en biologia molecular fue factible identificar genes relacionados con las
distintas neoplasias hematologicas. Existen varias técnicas disponibles para la localizacion de
los mismos en los cromosomas. El descubrimiento de los genes hoy permite realizar
tratamientos mas especificos y focalizados en cada paciente (Benasayag, 2010).

3.4.5 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés Polymerase Chain
Reaction) es, sin lugar a dudas, la técnica mas importante y revolucionaria en biologia
molecular, debido a que permite obtener in vitro millones de copias de un fragmento de acido
desoxirribonucleico (ADN) a partir de una sola molécula.

La PCR se basa en la replicacion celular en la que actiian varias proteinas para sintetizar dos
nuevas hebras de ADN a partir de otra que funciona como molde.

Generalmente, la PCR inicia con la desnaturalizacion o separacion de la doble hélice de ADN
mediante el calentamiento de la muestra a una temperatura entre 94 y 96 °C para romper los
puentes de hidrogeno que las unian, de esta manera cada cadena queda como molde para la
sintesis de una nueva cadena complementaria de ADN.

Una vez separadas las cadenas del ADN, se alinean los iniciadores a sitios especificos
complementarios de las cadenas sencillas de la region que se va a amplificar, para que esto
suceda se baja la temperatura entre 40 y 60 °C lo que permite la union (alineamiento) de los
iniciadores. Finalmente, se sintetiza una nueva cadena en sentido 5 a 3’ para lo cual se
incrementa la temperatura, por lo general a 72 °C, porque es la temperatura 6ptima a la cual la
ADN polimerasa se une a los iniciadores y comienza la replicacion.

Estas tres etapas: 1) desnaturalizacion, 2) alineamiento y 3) extension del ADN, se repiten
sucesivamente, en cada nuevo ciclo se amplifica simultdneamente la regién de interés de las
dos cadenas complementarias. Los productos generados aumentan su concentracion de manera
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exponencial porque cada nueva copia sirve de molde en los ciclos subsecuentes, dando origen
a millones de copias del fragmento seleccionado.

A nivel molecular, la caracterizacion de alteraciones genéticas en pacientes diagnosticados de
LMA con cariotipo normal permite identificar distintos subgrupos pronosticos. Estas
alteraciones se pueden englobar en: aquellas que se producen en proteinas que interfieren con
factores de transcripcion relacionados con la regulacion de la diferenciacion hematopoyética
normal (AMLI-ETO Y NPM1) y aquellas relacionadas con las cascadas de transduccion de
sefal asociadas con la supervivencia celular o vias de muerte celular programada o apoptosis
(FLT3).

Se ha utilizado con éxito marcadores moleculares de enfermedad minima residual en
pacientes con LMA portadores de alguna translocacidon, por lo tanto ademés del factor
prondstico es de alta utilidad en el seguimiento posterior de la enfermedad por técnicas de
PCR cuantitativa (Martinez, et al, 2010).
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4. GEN FLT3

El gen FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) codifica para un receptor tipo tirosina cinasa (RTK)
de clase III, que esté relacionado estructuralmente con FMS, KIT, PDGFRa y PDGFR}.

La identificacion del gen en murinos fue realizada independientemente por dos grupos
utilizando diferentes estrategias de clonacion en células madre hematopoyéticas de higado
fetal y placenta. El gen humano FLT3 se clond poco después a partir de células CD34+. Este
gen se localiza en el cromosoma 13ql2 y originalmente se pensd que contenia 21 exones
similar a la relacion intrén-exon de KIT, pero en realidad posee 24 exones, donde los tres
primeros dominios inmunoglobulina extracelulares estdn codificados por ocho exones
comparado con cinco exones para el caso de KIT (Lagunas, 2015).

El gen humano tiene més de 1,000 kilobases de longitud, codifica una proteina de 993
aminoacidos. Existen 2 isoformas del receptor una asociada a membrana (158-160 KDa) y otra
forma citoplasmatica (130-143 KDa) (Wang, 1996 & Parcells, 2006).

Figura 4. Mutaciones en el gen FLT3 relevantes en la leucemia mieloide aguda. A. El gen FLT3 posee
24 exones, en el exdn 1 se localiza la secuencia sefial de inicio de la transcripcion (blanco); los exones
2 al 12 codifican los dominios tipo inmunoglobulina (verde); los exones 13 y 14 codifican
principalmente la region transmembrana y yuxtamembrana (azul), respectivamente. Los dos dominios
cinasa (rojo) estan codificados por los exones 15 a 17 y 19 a 22, separados por el sitio de insercion
codificado por el exén 18. Finalmente, el extremo C terminal (morado) es codificado por los tltimos
dos exones. B. La proteina FLT3 es un receptor tirosina cinasa de clase III. La mutacion FLT3-ITD
ocurre en la region yuxtamembrana, eliminando el impedimento estérico que normalmente bloquea la
dimerizacion, mientras que FLT3-TKD estabiliza la forma activa de la proteina. Los sitios donde
ocurren las mutaciones FLT3-ITD y TKD se detallan con estrellas (Lagunas, 2015).
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Existen evidencias clinicas y experimentales que indican que FLT3 es un protooncogen con
capacidad de prolongar la sobrevida y aumentar la capacidad proliferativa de blastos
leucémicos (Lyman, 1993 & Meshinchi, 2009).

4.1. Generalidades del receptor FLT3

El receptor FLT3, también conocido como FLK2 (quinasa de higado fetal-2),(FMS-like
tyrosine kinasa 3) es un receptor de transmembrana perteneciente a la familia de receptores
tirosina-cinasa clase 3; también pertenece a esta familia el Receptor del Factor Estimulante de

Colonias de Macrofagos (FMS), el Receptor del Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas
(PDGFR-alfa/beta) y ¢-KIT (CD117, o Receptor Kit) (Rosnet et. al. 1991 & Kottaridis, 2001).

Dos grupos clonaron independientemente FLT3 en 1991 a partir de tejidos de ratén. Poco
después de este perfodo se informé de la clonacion del gen FLT3 humano en 1993. Desde su
identificacion FLT3 se ha encontrado expresado en progenitores mieloides y linfoides, pero
también en el cerebro, la placenta, el bazo, el timo, las gonadas, y el higado (Nordigirden,
2013).

La familia del receptor tirosina quinasa se divide en 20 subfamilias basadas en homologia de
proteinas y la estructura. La familia mas importante implicada en la funcion de células madre
hematopoyéticas (HSC-hematopoyetic stem cell) y la hematopoyesis es la familia de
receptores del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR). Aparte del prototipo
PDGFR-A y B, esta familia subclase III consta de tres miembros adicionales: c-kit, FLT3, y el
receptor de macrdofagos factor estimulante de colonias (M-CSF, también conocido como CSF-

1.

Estos RTK son proteinas de membrana de la superficie celular que consisten de un solo
dominio transmembrana, que separa el dominio citoplasmatico intracelular con un motivo de
tirosina quinasa de un dominio de union a ligando extracelular que consta de cinco dominios
de tipo inmunoglobulina (Nordigarden, 2013).

Estas proteinas son una clase importante de enzimas que catalizan la transferencia de fosfatos
a los residuos de tirosina en sustratos de proteina, la conversion de trifosfato de adenosina
(ATP) a difosfato de adenosina en el proceso. La fosforilacion de la tirosina es un mecanismo
importante para la regulacion de la funcion de las proteinas, controlando asi las funciones
celulares clave tales como la proliferacion, la apoptosis y la diferenciacion (Mead, 2009).
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4.1.1 Funcion y estructura del receptor FLT3

El receptor FLT3 se caracteriza por poseer un extremo N-terminal extracelular compuesto por
cinco dominios inmunoglobulina-like que se unen a un ligando, un dominio transmembranal
(TM), un dominio intracelular de juxtamembrana (JM), una region intracelular con dos
dominios tirosin-cinasa (TKD) interrumpidos por un inserto cinasa y una cola intracelular en
el esxtremo C-terminal como se muestra en la Figura 5 (Rosnte, 1993 & Small, 1994).

Figura 5. Representaciones esquematicas de la estructura del receptor FLT3.

Consta de cinco dominios extracelulares de tipo inmunoglobulina, un dominio transmembrana (TM),
un dominio yuxtamembrana (JM), y dos dominios de tirosina quinasa intracelulares (TKD) unidos por
un inserto de quinasa. Tras la activacion de la conformacién se cambia y se forman sitios activos
fosforilo, de los cuales se muestran importantes residuos de tirosina (Y). Mutaciones comunes se
encuentran en LMA, es decir, duplicaciones internas en tandem (ITD) y mutaciones puntuales (TKD).
Figura tomada y modificada de Amanda, N. (2013), The FLT3 tyrosine kinase in leukemia. Tesis no
publicada. Department of Clinical and Experimental Medicine Faculty of Health Sciences, Linképing
University. Sweden.

Los residuos de aminodcidos 572-603 codifican el dominio JM, mientras que 604 a 946
incluyen el bucle de activacion, TK dominio e inserto. La N-lébulo o primer dominio quinasa
(formado por los aminoacidos 604 a 690) consiste en 5 hojas-f plegadas y una a- hélice
adyacente. Dentro de esto, el bolsillo de unién a ATP esta formado por los residuos 610-631.

33



El C-l6bulo o segundo dominio quinasa (formado por los residuos 698 a 946) se compone de 7
a-hélice y 3 B- hojas plegadas. El bucle catalitico de la quinasa esta dentro de este segundo
dominio quinasa (residuos 805-820).

Los 2 l6bulos estdn unidos por un dominio de insercién de quinasa flexible que permite un
movimiento considerable de los 2 dominios quinasa respecto a la otra. Cuando los 2 l6bulos
se giran lejos unos de otros, la quinasa se lleva a cabo en un estado inactivo. Esta
conformacidn inactiva se estabiliza mediante un bucle de activacion (residuos 829 a 856
dentro del segundo dominio de quinasa) que se encuentra entre los 2 lobulos, una
conformacién que es tipico de la clase 3 RTK, como se observa en la Figura 6.

Ademas, el dominio JM también actia para estabilizar esta conformacion al hacer contacto
con practicamente todos los componentes estructurales implicados en el ciclo de activacion /
inactivacion de FLT3, y por lo tanto es critico para la union de la quinasa intracelular FLT3 en
un estado inactivo (Mead, 2009).

Figura 6. Representacion de la estructura cristalina del dominio cinasa FLT3 (Protein Data Bank
codigo 1RJB).

La estructura es un pliegue de cinasa tipico cristalizado en la conformacion autoinhibida con el
dominio JM que oculta al dominio cinasa y cerrando la proteina en esta conformacion. Figura obtenida
y modificada de Stefan, F. Claudia, S. Ross, L. Marc, L. (2007), Identification of Driver and Passenger
Mutations of FLT3 by High-ThroughputDNA Sequence Analysis and Functional Assessment of
Candidate Alleles, Cancer cell, 12, 501-513.
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Se ha demostrado que el receptor FLT3 juega un papel importante en la supervivencia,
proliferacion y diferenciacion. Este receptor tiene un papel importante en la patogénesis de la
leucemia, se expresa en diferentes niveles en las células debido al tipo de leucemias agudas.

La expresion de FLT3 se demostrd en 30% de los pacientes con LLA y en el 70-100% de los
pacientes con LMA (Karabacak, 2010).

Tras la interaccion del receptor con el ligando FL, el receptor experimenta un cambio
conformacional, que resulta en el desarrollo del receptor y la exposicion del dominio de
dimerizacion, lo que permite al receptor tomar lugar con el receptor de dimerizacion. Esta
dimerizacion del receptor es el preludio de la activacion de la enzima tirosina cinasa, que
conduce a la fosforilacion de diferentes sitios en el dominio intracelular.

El receptor activado recluta a un ntimero de proteinas en el citoplasma para formar un
complejo de interacciones proteina-proteina en el dominio intracelular. Las proteinas Shc,
GRB2, GRB2 asociada a aglutinante 2 (Gab2), SHIP, CBL, y CBLB (proteina relacionada
CBLB) son algunas de las proteinas adaptadoras que interaccionan con el receptor FLT3
(Brasel, 1993).

Por unién al complejo, estas proteinas se activan e inducen una cascada de fosforilaciones a
que promueve la transduccion de sefiales en vias descendentes que implican la proliferacion,
supervivencia y diferenciacion celular. Las principales vias intracelulares activadas por el tipo
salvaje y mutante FLT3 sefializacion son los RAS/quinasa y PI3-quinasa/AKT (Figura 7),
mientras que la via Jak/STAT aparece exclusivamente activada por las mutaciones FLT3-ITD
(Nordigarden, 2013).
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Figura 7. Sefalizacion del receptor FLT3. Union del ligando FLT3 (FL) al receptor, dos principales
vias de sefalizacion se activan, es decir, RAS/MAP-quinasa y PI3- quinasa/AKT, que conduce a una
serie de fosforilaciones que promueven la proliferacion, crecimiento, metabolismo y supervivencia
celular. Figura extraida y modificada de Amanda, N. (2013). The FLT3 tyrosine kinase in leukemia.
Tesis no publicada. Department of Clinical and Experimental Medicine Faculty of Health Sciences,
Link&ping University. Sweden

4.1.2 Funcion y expresion del receptor FLT3 en la hematopoyesis

FLT3 se expresa en una variedad de lineas celulares humanas y murinas tanto de linaje
mieloide como de beta-linfoide. En la medula 6sea normal, la expresion parece estar
restringida a los primeros progenitores, incluyendo células CD4(+) con altos niveles de
expresion de CD117 (c-KIT) (Ozeki, 2004 & Meshinchi , 2009).
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La funcion 6ptima de FLT3 requiere el esfuerzo coordinado de otros factores de crecimiento
tales como SCF ¢ IL3 (Rasko, 1995 & (Rosnet, 1996).

En la hematopoyesis normal la expresion de FLT3 estd restringida a la inmadurez de
progenitores hematopoyéticos, incluyendo células madre CD34 (+) hematopoyéticas (HSCs)
(Drexler, 1996).

La estimulacion de FL de progenitores hematopoyéticos sin otros factores de crecimiento
solicitara diferenciaciéon monocitica, mientras que las combinaciones de factor de célula
madre, interleucina 3 y FL inducirdn la proliferacion y el mantenimiento de células
progenitoras CD4 (+) /CD38 (-) (Dosil, 1993 & Mackarehtschain, 1995).

4.1.3 Receptor FLT3 en leucemias humanas

EL FLT3 se expresa en un 70-100% de los casos de LMA y en un alto porcentaje de los casos
de LLA (Brasel, 1995 & Lisovsky, 1996).

Se ha reportado la expresion del gen FLT3 en blastos leucémicos en 18 casos de 22 de LMA y
3 de cada 5 casos de LLA. Se encontr6 RNA expresado en niveles mas altos que en médula
6sea normal en 33 casos de 33 del linaje B en LLA, 11 casos de 12 de LMA y 3 de 11 en
células T en casos de LLA. Por medio de Western Blot, no se detect6 la expresion de FLT3 en
medula 6sea normal, pero se identifico la expresion de la proteina FLT3 en 14 de 14 pacientes
con LLA de células B, en 36 de 41 pacientes con LMA y en 1 de 4 pacientes con LLA de
células T (Drexler, 1996).

FLT3 se expresa también en niveles elevados en leucemia y lineas celulares de linfoma
(Braun, 1997), incluyendo pre-B, mieloide y lineas celulares monociticas, y la expresion de
FL puede ser detectada en la mayoria de las lineas celulares. En una serie, 40 de 110 lineas
celulares examinadas expresaron ambas FL y FLT3, lo que sugiere que la estimulacion
autocrina puede jugar un papel en la proliferacion de los blastos leucémicos (Drexler, 1997).

4.2 Ligando FLT3

El ligando FLT3 (FL) es una proteina transmembranal tipo I de 235 aminoécidos que se
expresa ampliamente como una forma unida a membrana y soluble. El nivel de expresion mas
alto de FL se encuentra en células mononucleares de sangre periférica.

La union a la proteina ligando de FLT3 conduce a homodimerizacion del receptor y resulta en
un cambio en la configuracion normal del dominio autoinhibitorio y la activacion del bucle
JM. Esto conduce a la exposicion de los sitios aceptores de fosforilo en los dominios de
quinasa y la consiguiente autofosforilacion de un nimero de residuos de tirosina intracelulares
reguladoras clave en FLT3 (Mead, 2009).
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FL se expresa en la mayoria de los tejidos, organos hematopoyéticos (bazo, timo, sangre
periférica y medula 6sea) y prostata, ovario, rifion, pulmon, colon, intestino delgado,
testiculos, corazon, y la placenta, con el mayor nivel de expresion en células mononucleares
en sangre periférica incluyendo células leucémicas (Thiade, 2005).

Esta proteina es expresada en células estromales de médula y otras células y junto con otros
factores de crecimiento estimula la proliferacion de las células madre, células progenitoras,
células dendriticas y células NK. Asi la activacion de mutaciones en los receptores de tirosina
cinasa para los factores de crecimiento puede conferir una ventaja de crecimiento a las células
leucémicas (Sato, 2011).

Tanto la forma unida a la membrana como la soluble puede activar la actividad tirosina cinasa
del receptor y estimular el crecimiento de las células progenitoras de la medula 6sea y sangre.
Sin embargo, FL no induce de manera eficiente la proliferacion de los progenitores normales
mieloides y linfoides por si solo, pero sinergiza con otros factores de crecimiento
hematopoyéticos e interleucinas (Shin, 2002 & Fernandez, 2009).

La estimulacion del ligando FLT3 da la proliferacion de células dendriticas y NK, por lo tanto
se ha sugerido que FL podria ser potencialmente util como un agente antitumoral de amplio
espectro (Kayser, 2010 & Gupta, 2011).

En la leucemia aguda, sin embargo, la administracion de FL puede ser una desventaja, algunos
datos indican que la estimulacion de FL-FLT3 aumenta la proliferacion y la supervivencia de
los blastos leucémicos (Hubbard, 2001).

4.3 Mutaciones en el gen FLT3

La duplicacion en tandem interna (ITD) y el dominio tirosin quinasa (TKD) son mutaciones de
FLT3, mutaciones que conducen a la autofosforilacion del receptor FLT3 ligando
independiente y por consiguiente activacion de la tirosin quinasa. Como resultado de esto, las
vias relacionadas con la proliferacion, la diferenciacion y resistencia a la apoptosis se activan.
En los ultimos afios, ha sido objeto de varios estudios como marcador prondstico (Karabacak,
2010).

Las alteraciones gendmicas del gen FLT3 conducen a la activacion del receptor autonomo,
desregulacion de las vias de sefiales de transduccion de FLT3, contribuye a la patogénesis
mieloide, y se han relacionado con la respuesta al tratamiento y el resultado clinico. La
exploracion de los mecanismos por los cuales estas alteraciones del gen FLT3 conducen a la
proliferacion desregulada proporcionaria una mejor comprension de la patogénesis molecular
de las leucemias agudas tanto mieloides como linfoides, y puede proporcionar conocimientos
sobre las posibles intervenciones terapéuticas (Juan, 1997).

Desde el descubrimiento de las mutaciones del gen FLT3 en 1996, ha habido un interés
significativo en el examen de la biologia molecular y la importancia clinica. Los datos actuales
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sugieren que las mutaciones de FLT3 no son suficientes para la transformacion leucémica y
requieren la cooperacion de otras alteraciones gendmicas para la evolucion del fenotipo
leucémico (Lin , et al. 2006).

Existe una hipdtesis que implica que dos mutaciones separadas con diferentes consecuencias
tienen que estar presentes para el desarrollo de LMA. FLT3-ITD y FLT3 (Asp835) son
mutaciones de clase I (Naoe, 2013). En la LMA, se ha demostrado mediante analisis clinicos y
experimentales en modelos donde existen dos tipos de mutaciones de conductor (clase I y
clase II) que son necesarias para la expansion clonal de células leucémicas.

Por lo tanto, es importante evaluar si cada mutacién es mutacion de conductor o pasajera y que
combinaciones estan asociadas con el leucemogenesis y la significacion clinica en LMA
(Figura 8). El primer grupo (clase I) comprende las mutaciones que activan las vias de
transduccion de sefales y con ello aumenta la proliferaciéon o supervivencia de las células
progenitoras hematopoyéticas. El otro grupo (clase II) comprende mutaciones que afectan los
factores de transcripcion o componentes de la maquinaria del ciclo celular y causa deterioro en
la diferenciacion (Calvo, 2013).

Hasta la fecha, varias combinaciones mutaciones de clase I y de clase II han sido evidentes.
Aunque con frecuencia se identifican FLT3-ITD y PML-RARA mutacion KIT y RUNX1
RUNXITI o CBFB-MYHI11 y mutacion de FLT3-ITD y NPMI1, las otras combinaciones son
relativamente infrecuentes. Recientemente, se ha sugerido que una parte de las mutaciones,
como modificaciones epigenéticas, genera una nueva clase (clase III), debido a sus mutaciones
de superposicion con clase [ y clase mutaciones II (Naoe, 2013).

Previamente se mencionaron dos tipos principales de mutacion en el gen del receptor FLT3 las
mutaciones de duplicacion en tandem interna (ITD) y mutaciones puntuales en el dominio
tirosin cinasa (TKD) (Zhang, 2000 & Lyman, 2000).

Las mutaciones ITD varian en longitud, pero siempre mantienen una orientacion de cabeza a
cola y preservan el marco de lectura. Se ha sugerido que un cambio conformacional en el
dominio JM es responsable de la dimerizacion y activacion del receptor (Lyman, 1994 &
Meshinchi, 2003).

Las mutaciones en el bucle de activacion del dominio tirosin cinasa (TKD) en su mayoria
implican una sustitucion de aspartato a tirosina en el codoén 835, aunque otras sustituciones
también se han identificado (Small, 1994 & Stirewalt, 2003). Estas mutaciones causan un
cambio conformacional de la molécula y perturban su funcion autoinhibitoria, haciendo asi el
receptor constitutivamente activo (Mackarehtschian 1995 & Sitnicka, 2003).
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Figura 8. Interaccion de las alteraciones genéticas en la LMA mutaciones solapadas que se identifican
frecuentemente. Las mutaciones en modificaciones epigenéticas se solapan tanto con mutaciones clase
I y clase II. Figura obtenida y modificada de Tomoki, N. Hitoshi, K. (2013), Gene mutations of acute
myeloid leukemia in the genome era. International Journal Hematology, 97, 165—174.

4.3.1 Via de FLT3 oncogénico

Hay una serie de estudios que muestran que las mutaciones FLT3 constitutivamente fosforilan
y activan el dominio tirosin cinasa, y que se requiere esta sefalizacion aberrante para la
supervivencia celular independiente de ligando y la proliferacion. Si bien esto no es diferente
de la senalizacion el FLT3 nativo, la via JAK / STAT aparece activada exclusivamente por
mutaciones FLT3-ITD donde STATS parece ser el objetivo principal. En contraste, los
estudios de FLT3-TKD demuestran ninguna o débil activaciéon de STATS. Otra diferencia
entre estas dos mutaciones de FLT3 es que SRC es un mediador de sefializacion en FLT3-ITD
pero no en muestras de FLT3-TKD.

Contrariamente a este estudio, Choudhary et al. han demostrado la activacion directa de
STATS por FLT3-ITD sin ninguna participacion de JAKs o SRC. La mayoria de los pacientes
con LMA con mutaciones FLT3-ITD tienen alta fosforilacion de STATS. Sin embargo,
STATS también se activa en blastos leucémicos de pacientes no albergan mutaciones FLT3-
ITD (Nordigérden, 2013).

STATS induce sus genes diana, tales como la ciclina D1, c-myc y el gen p21 anti-apoptotico,
los cuales son importantes para el crecimiento celular (Hayakawa, 2000 & Bruserud, 2003).
Estos efectos pueden indicar un papel de FLT3-ITD en el crecimiento celular aberrante de
células leucémicas (Figura 9) (Lyman, 1994 & Gilliland, 2002).
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Figura 9. FLT3 sefializacion oncogénica.
Similar al receptor FLT3 de tipo salvaje tras la activacion del ligando, se activan las vias RAS / MAPK
y PI3K vias / AKT. Sin embargo, FLT3-ITD también activa la via STATS especificamente, que se cree
que es esencial para la proliferacion y la supervivencia de células leucémicas. Figura extraida y
modificada de Amanda, N. (2013). The FLT3 tyrosine kinase in leukemia. Tesis no publicada.
Department of Clinical and Experimental Medicine Faculty of Health Sciences, Linkdping University.
Sweden

4.3.2 FLT3: Duplicacion en tandem interno (FLT3/ITD)

Una de las mutaciéon mas comunes de FLT3 es la duplicacién interna en tindem (FLT3-ITD),
la cual resulta por la duplicacion de un fragmento dentro de la region de codificacion de
dominio yuxtamembranal (codificada por los exones 14 y 15) de FLT3 (Nordigarden, 2013).

El interés en FLT3 en la leucemogénesis fue generado inicialmente por la demostracion de la
expresion del receptor en la superficie de células blasticas de la mayoria de los casos de LMA.
También se expresa en la LLA y crisis bléstica de la LMC.

El papel crucial para FLT3 en la leucemogénesis se hizo evidente cuando un estudio de
busqueda de expresion de FLT3 utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa (PCR) sefaldé que un numero de muestras tenia transcripciones
inesperadamente largos en el dominio yuxtamembrana (JM).
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Se demostro posteriormente que estas largas transcripciones se debieron a una region del ADN
gendmico duplicada dentro del dominio JM, excluyendo empalme aberrante como una
explicacion para este hallazgo. Las duplicaciones eran siempre dentro del marco y ubicados en
el dominio JM, pero variado considerablemente en longitud y ubicacioén exacta de paciente a
paciente.

Las mutaciones son somadticas como se demuestra por la ausencia de la FLT3/ITD en las
muestras de remision de pacientes que fueron FLT3 / ITD positivo en el diagnostico (Mead,
2009).

La prevalencia de FLT3/ITD es altamente dependiente de la edad, donde es rara en lactantes,
y la prevalencia aumenta a un paso de manera prudente a 5-10% de edad de 510 afios, 20%
en adultos jovenes y 35% o mas en pacientes mayores de 55 afos (Ozeki, 2004).

Los estudios in vitro que la mutacion FLT3/ITD promueve la dimerizacion del receptor
independiente del ligando, lo que lleva a la fosforilacion auténoma y activacion constitutiva
del receptor, culminando en la proliferacion celular independiente de citosinas (Nakao, 1996 &
Yanada, 2005).

El mecanismo especifico mediante el cual FLT3/ITD conduce a la auto dimerizacion ain no se
conoce a la perfeccion, sin embargo, se piensa que el dominio yuxtamembranal actlla como un
dominio regulador negativo mediante la prevencion de la activacion de bucle para adoptar una
conformacioén activa, manteniendo asi el receptor en un estado inhibido (Kiyoi, 1998 & Gale,
2007).

Otras caracteristicas fisicas de FLT3/ITD, incluyendo la longitud y la posicion de la
duplicacion en tandem dentro del dominio yuxtamembranal, se han relacionado con la
variacion clinica y biologica, en una duplicacion de un solo codon puede alterar la actividad
biologica del gen FLT3. Se ha informado que en los pacientes con DTI de mas de 40
nucledtidos tuvieron una remision completa mas baja y peor supervivencia en comparacion
con aquellos con ITDs mas cortos.

Caracteristicas de la region de la duplicacion en FLT3 / ITD reciente ha puesto de relieve
varios restos funcionales en el exén 14 del gen FLT3 en aminodcidos especificos (aa) los
residuos estan involucrados en la activacion del receptor. A medida que estos motivos
funcionales de FLT3 participan de forma variable en FLT3 / ITD. Todas las duplicaciones
involucran el exén 14 del gen FLT3, aunque se ha observado que algunas duplicaciones se han
extendido hasta el intron 14 en el ex6n 15. La longitud de los ITD varia desde 15 hasta 174
pares de bases (pb) con una mediana de 52 pb. La localizaciéon gendmica de la duplicacion
varia de paciente a paciente (Meshinchi, 2008).
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4.3.3 Ubicacion estructural de Y597

La estructura cristalina de FLT3 auto inhibida ha revelado distintas regiones dentro del
dominio JM, el motivo de unién JM (JM-B, Y572-M578), el motivo interruptor JIM (JM-S,
V579-V592), y la cremallera JM (JM- Z, D593-W60314). Los residuos de aminoacidos que se
han observaron en los ITD (Y591-Y597) caen dentro de las regiones JM-S y JM-Z (Figura
10). La tirosina-597 est4 expuesta en la superficie de la proteina y no parece ser critico para el
mantenimiento de la conformacion auto inhibida de FLT3.

El residuo observado mas frecuentemente dentro de un ITD es Y597, sin embargo, otros
residuos de la region de la cremallera de dominio JM (JM-Z) estan también duplicados con
frecuencia. Estas duplicaciones estan transformando fuertemente y dan lugar a la activacion
constitutiva de FLT3.

Los mecanismos estructurales de la activacion FLT3 por estas duplicaciones aun no se ha
dilucidado, sin embargo, la estructura cristalina de FLT3 auto inhibida no arrojar algo de luz
sobre los posibles mecanismos de activacion. En esta estructura la region JM-Z parece jugar
un papel importante en la direccion de una orientacion Optima de la autofosforilacion de
residuos "switch" Y589 y Y591 y mantenimiento de la conformacion auto inhibida
(Meshinchi, 2008).

La recaida de la leucemia es la causa mas importante de muerte en pacientes que reciben
quimioterapia intensiva. Sin embargo, el riesgo de recaida difiere entre los pacientes, y los dos
mas importantes predictores de prondstico son la respuesta a la induccion de quimioterapia y
las anomalias citogenéticas detectados en el momento del diagndstico.

Deteccion de mutaciones de FLT3 en el momento del diagndstico es por lo tanto un factor de
riesgo importante para la recaida después. Sin embargo, un estudio clinico previo ha
informado de que FLT3 / ITD se puede observar en recaida de LMA incluso para los pacientes
sin anormalidades en FLT3 en el momento del diagndstico.

En algunos pacientes con AML el FLT3 / ITD se detect6 el momento del diagndstico, pero no
en la recaida, lo que sugiere que ITD clinicamente puede estar asociada con la progresion de la
leucemia.

La recaida depende en gran medida de factores que son independientes del tratamiento: la
edad al momento del diagnostico, la velocidad de la respuesta inicial y la carga tumoral son
utiles para predecir el riesgo de recaida, pero ante todo de ellos es la presencia y tipo de
anomalias citogenéticas en el clon leucémico (Gagyi, et al. 2006).
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Figura 10. Region de la duplicacion en FLT3 / ITD.

(A) Proporcién de pacientes con implicacion de los residuos de aa especificos en la region duplicada.
Los codones 591-597 se muestran en barras oscuras, y los residuos de aa especificos en esta region se
muestran en el recuadro central. (B) La region de la duplicacion estan ordenadas segun la longitud ITD
(mas larga a la mas corta) de arriba a abajo. El area de la duplicacion del pico principal ITD se muestra
en el area resaltada oscura. (C) Estructura de FLT3 que muestra la localizacion del dominio JM y
Y597. El dominio quinasa N-lobulo es de color verde y el 16bulo C, azul. El bucle de activacion es de
color naranja y el dominio JM, amarillo. Tirosinas 597, 591 y 589 se muestran en formato de palo. La
vista muestra la superficie molecular del dominio quinasa y dominio JM-cadena lateral de los residuos
Y591 a Y597. Tirosina 597 se representa con las esferas que llenan el espacio. Figura tomada y
modificada de Meshinchi, et al. (2008). Structural and numerical variation of FLT3/ITD in pediatric
AML. Blood journal, 111(10), 4930-4933.

4.3.4 Significado prondstico de la presencia de miltiples ITD

La longitud de la ITD puede ser importante en el prondstico de la enfermedad. Es posible que
los DTI mas largos puedan implicar multiples dominios funcionales y perturbar de manera
mas eficaz el reglamento auto inhibitorio de la actividad quinasa.

Es interesante notar que las longitudes de las tres regiones JM (JM-B, JM-S, y JM-Z), son 7,
14, y 11 aminoacidos de longitud; una longitud ITD dominio JM mayor que 14 aminoacidos
necesariamente duplica los residuos de mas de una de estas regiones, lo que altera mas de uno
de los requisitos estructurales para auto inhibicion.
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Por lo tanto, es factible que la interrupcion simultanea de mas de una de las regiones de
dominio JM podria ser la base de la importancia pronostica de longitud ITD. Se necesitan mas
estudios para dilucidar las dependencias funcionales de las regiones de dominio JM unas sobre
otras (Meshinchi, 2008).

4.4 FLT3 Mutacion de dominio tirosin quinasa (FLT3/TKD)

Se han descrito mutaciones en el dominio de bucle de activacion de la tirosina quinasa de
FLT3 (mutacion bucle de activacion FLT3, FLT3 / ALM, o mutacion del dominio tirosin
quinasa FLT3, FLT3 / TKD). La mayoria de la FLT3 / TKD se produce en el codéon 835 con
un cambio de un acido aspartico en tirosina (D835Y o Asp835Tyr) (Nordigarden, 2013).

Después de la identificacion de FLT3/ITD en AML, se observo que blastos de LMA primarias
de un numero de pacientes tenian FLT3 constitutivamente fosforilada en ausencia de un
FLT3/ITD aumentando la posibilidad de otros mecanismos de activacion aberrante de FLT3.

Poco después, dos grupos informaron de forma independiente la activacion de mutaciones que
afectan a los codones D835 e 1836 en el segundo dominio tirosin cinasa (TKD) de FLT3 en
aproximadamente el 7% de los pacientes con LMA. Estas mutaciones FLT3 / TKD también se
producen a una frecuencia inferior en LLA. Un grupo ya habia demostrado que la sustitucion
de aspartato por valina en la posicion 838 de la quinasa FLT3 murino (el equivalente a FLT3
humano codén 835) que condujo a la activacion constitutiva (Mead, 2009).

Similar a FLT3/ITD, las mutaciones de FLT3 TKD mostraron ser mutaciones somaticas
estando ausentes en muestras de remision. Se cree que las mutaciones de TKD interrumpen
aminodcidos clave que estabilizan el bucle de activacidon en una configuracion cerrada, aunque
el mecanismo exacto de esta interrupcidn sigue siendo poco claro.

La activacion de bucle es un componente general de la tirosina cinasa y cuando la cinasa esta
en el estado “inactivo”, funciona para bloquear el acceso de adenosina trifosfato (ATP) y el
sustrato para el dominio cinasa (Grundler, 2005).

Después de la activacion, que normalmente es después de la union al ligando, en el caso de los
miembros de la familia RTK III, un residuo especifico dentro del bloque es tipicamente

fosforilado, haciendo que el bucle adopte una configuracion “activada” que permite el acceso
de la cinasa (Meshinchi, 2001).

Aunque FLT3/TKD promueve la autoforforilacion del receptor, la activacion constitutiva del
receptor, y la proliferacion independiente de ligando es similar a la de FLT3/ITD (Zhao, 2000
& Minami, 2002).

Existen importantes diferencias bioldgicas entre los dos tipos de mutaciones de FLT3.
FLT3/ITD y FLT3/TKD parece promover la activacion de diferentes efectores en las vias
descendentes y diferentes respuestas bioldgicas (Levis, 2001).
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La presencia de mutaciones FLT3/TKD en el segundo dominio de tirosin cinasa en LMA se ha
confirmado en una serie de otros estudios. La incidencia global en la LMA se ha informado de
que aproximadamente el 7%, que oscila entre 5% y 22%, dependiendo de la técnica utilizada y
los criterios de inclusion especificos del estudio con respecto a la edad del paciente,
citomorfologia y cariotipo. Se ha informado de un numero de diferentes mutaciones. La
mayoria de las mutaciones puntuales son como la sustitucion de un residuo aspartato 835 con
una tirosina (D835Y, la mutacion mas frecuente), histidina, valina o glutamato; otras
alteraciones incluyen deleciones pequetias (A835, A836) e inserciones. Todas las mutaciones
descritas inicialmente interrumpieron un sitio de corte de la enzima de restriccion EcoRV que
facilité una técnica de busqueda simple usando la digestion de productos de PCR (Mead,
2009). En la figura 11 se muestras los resultados del estudios realizado por Bianchini y
colaboradores (2003); donde utilizaron la técnica de PCR para realizar la busqueda de las
mutaciondes en FLT3.

Patient A Patient B Control
ITD/+ ITD/- ITD/-
Marker TKD/- TKD/+ TKD/-

Figura 11. Productos de PCR multiplex de dos pacientes con LMA y un control negativo
electroforesis en un gel de agarosa al 3%.

El paciente A muestra una banda mas grande aberrante de 447 pb (banda a) correspondiente a un
paciente positivo para la mutacion ITD, mientras que la degradacion completa (bandas Dy E ) de su
producto 114-bp (banda c) indica la ausencia de mutacion TKD. Paciente B proporciona un ejemplo
de la situacion opuesta; positivo para mutaciones TKD debido a la presencia de producto de PCR no
digerido de 114 pb (banda c) y negativo para las mutaciones ITD debido a la ausencia de cualquier
producto de PCR mas grande detectable (ausencia de la banda a). Bianchini M, Ottaviani E,
Grafone T, Giannini B, Soverini S. (2003). Rapid detection of FLT3 mutations in acute myeloid
leukemia patients by denaturing HPLC. Clinical Chemistry, 49(10), 1642—1650.

Sustituciones de nucleotidos, deleciones, o inserciones que implican los residuos D835 / 1836
del segundo dominio tirosina quinasa. La sustitucion D835Y constituye aproximadamente el
50% de las mutaciones de FLT3-TKD. Mutaciones FLT3-TKD menos frecuentes que
implican otros residuos de aminodacidos incluyen la Y842C, 3 K663Q, 4 y V592A5 y los que
se producen en el dominio yuxtamembrana (Whitman, 2008).
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5. JUSTIFICACION

Los estudios llevados a cabo durante estos ultimos afios apoyan un papel importante de FLT3
como una mutacion que juega un papel relevante en el desarrollo de leucemias agudas, en la
gran mayoria de los casos asociados a un indice de prondstico negativo.

El estudio actual pretende realizar la deteccion de las mutaciones en FLT3 a todos los
pacientes con diagnostico de leucemia mieloide y leucemia linfoide, pues un 41% de pacientes
puede llegar a presentar mutacion FLT3 y en ellos se puede establecer un tratamiento
personalizado; con esto se pretende mejorar el pronostico de los pacientes a futuro e
identificar estas mutaciones para monitorear la enfermedad minima residual.

La evidencia generada en nuestro estudio aportara informacion epidemioldgica en el
conocimiento de las leucemias ya que la investigacion de las mutaciones en FLT3 en pacientes
pediatricos no ha sido explorada ampliamente sin embargo, las mutaciones de FLT3 se han
relacionado con mal pronostico en la poblacién pediatrica con leucemias agudas y han
adquirido un papel importante en las decisiones de tratamiento dirigido y personalizado
apoyados del diagndstico molecular y citogenética especifica.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Realizar la deteccion de las mutaciones en FLT3 a todos los pacientes pediatricos del Hospital
Infantil de México Federico Gémez, diagnosticados de primera vez con leucemia mieloide
aguda (LMA) y con leucemia linfoide aguda (LLA) y determinar la frecuencia de mutaciones
en el Gen FLT3 en pacientes pediatricos con diagnéstico de leucemia mieloide aguda y
linfoide aguda a través de RT-PCR para conocer la incidencia en el Hospital Infantil de
Meéxico Federico Gomez.

6.1 Objetivos particulares

1) Relizar la busqueda de informacién relacionada con mutaciones en el Gen FLT3 en las
leucemias agudas.

2) Realizar la bisqueda de mutaciones en el gen FLT3 por medio de RT-PCR.

3) Determinar la frecuencia de mutaciones en tdindem internas del gen FLT3 (FLT3-1TD) y
mutaciones puntuales en el dominio tirosin quinasa (FLT3-TKD).

4) Realizar el andlisis estadistico de los resultados para establecer la frecuencia de mutaciones
en el Gen FLT3 en pacientes pediatricos.

5) Relacionar la frecuencia de mutaciones FLT3 con los resultados citogeneticos obtenidos
por el protocolo Hemavision y determinar el pronostico de los pacientes.
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7. METODOLOGIA

Se realizé un estudio descriptivo, transversal, comparativo. La poblacion de estudio fueron
pacientes del Hospital Infantil de México Federico Gomez, diagnosticados de primera vez con
leucemia mieloide aguda (LMA) y leucemia linfoide aguda (LLA), que no han recibido
tratamiento.

Se realizd un muestreo consecutivo de pacientes con LMA, el numero aproximado es de 15
pacientes que llega al afio al Hospital Infantil de México Federico Gomez. Esta informacion
servira, en un futuro, para realizar un calculo para entrontrar la relacion entre las alteraciones
genéticas y la evolucion clinica, basados en las frecuencias encontradas en este estudio.

7.1 Criterios de seleccion
7.1.1Criterios de inclusion:

* Pacientes que acuden al Hospital infantil de México con reciente diagndstico de leucemia
mieloide y leucemia linfoide.

*Pacientes que no han recibido algln tipo de tratamiento.

* Pacientes que acuden en el periodo de Septiembre del 2013 a Septiembre 2015

* Sexo: indistinto.

* Edad: menores a 18 afios.

7.1.2 Criterios de exclusion:

* Pacientes que han recibido tratamiento médico contra LMA.

*Pacientes que acuden fuera del periodo de periodo de Septiembre del 2013 a
Septiembre 2015

* Pacientes que no cuenten con expediente clinico en el Hospital Infantil de México Federico
Gomez.

* Muestras de pacientes en las que se obtenga un rendimiento de ARN menor a 0.1pg/pl

* Muestras de pacientes en las que no se obtenga la banda de control de integridad del ARN y
de la presencia de inhibidores de la PCR.

49



7.2 Extraccion de RNA: Kit QIAamp® RNA Blood Mini kit (QIAGEN, 1999)

Se obtuvieron muestras de aspirado de médula 6sea del servicio de hematologia del Hospital
Infantil de México Federico Gomez, de pacientes pediatricos diagnosticados con leucemia
mieloide aguda (LMA) y leucemia linfoides aguda (LLA). Se tomaron 300 pl de la muestra
(medula 6sea) y se agregan 1500 pl de buffer EL en un tubo de tamafio apropiado. Incubando
de 10 a 15 minutos en hielo mezclamos en vortéx cada 5 min durante la incubacion.

Se centrifugd a 1500 rpm durante 10 min a 4°C, al terminar descartarmos el sobrenadante y
agregamos 600 pl de Buffer EL para resuspender la pastilla. Seguido de centrifugacion a 1500
rpm durante 10 minutos a 4°C al terminar descartamos el sobrenadante. Enseguida agregamos
60 Oul de Buffer RLT y se mezcla en vortéx. Trasvasamos a una columna QIAshredder
(morada) puesto sobre un tubo colector y centrifugamos a maxima velocidad, enseguida
descartamos la columna QIAshredder. En el tubo colector agregamos 600 pl de etanol al 70%
y se mezcla por pipeteo. El volumen se colocd en una columna QIAamp (blanca) puesta sobre
un nuevo tubo colector y se centrifugd por 15 segundo a 10,000 rpm, en seguida descartamos
el volumen del tubo colector.

Se agregaron 700 pl de buffer RW1 en la columna QIAamp y se centrifugd 15 segundos a
10,000 rpm, para descartar el volumen del tubo colector. Agregamos 500 pl de buffer RPE en
la columna QIAamp y repetimos el paso previo. Centrifugamos 15 segundos a 10,000 rpm y
se descartd el volumen del tubo colector; se agregé 500 pl de buffer RPE en la columna
QIAamp y se pus6 a centrifugar 3 minutos 14,000 rpm, se descartd el volumen del tubo
colector. Se transfirid el volumen a la columna QIAamp a un tubo eppendorf de 1.5 ml y se
agregaron 53 pl de agua libre de RNAasas y se centrifugd 1 minuto a 10,000 rpm. Se tomaron
3 pl del tubo eppendorf para obtener lectura de concentracion en nanodrop.

7.3 Sintesis de cDNA: kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (ROCHE, 2010)

En un tubo eppendorf de 1.5 ml agregamos 10 pl de RNA (muestra), 1 pl de iniciador
Anchore-oligo (dT) (vial 5), 2 ul iniciador Random Hexamer (vial 6). Se coloco el tubo
eppendorf a 10 minutos a 65 °C en un termobloc, para lograr desnaturalizar la mezcla RNA
plantilla-iniciadores, evitar al maximo la evaporacion.

Se enfrio inmediatamente en un termobloc frio, agregamos los siguientes componentes de la
mezcla RT en el orden como se muestra en el cuadro 5, mezclamos los componentes por
medio de pipeteo y se coloca en microcentiifuga por unos segundos para tener el volumen
total en el fondo, se colocd el tubo bien tapado en el termobloc durante 10 minutos a 65 °C,
seguido de 60 minutos a 50 °C, para terminar se inactivé la transcriptasa por calentamiento a
85 °C durante 5 minutos y paramos la reaccion colocando el tubo en un termobloc frio
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Cuadro 5. Mezcla de reaccion para la sintesis de DNA

Reactivo Volumen (ul)
Amplificador de reaccion de la transcriptasa reversa.
) 4.0
Conc.5x (vial 2)
Protector inhibidor de RNAsa, 40 U/ul (vial 3) 0.5
Mezcla de desoxinucleotidos, 10mM (vial 4) 2.0
Transcriptasa reversa, 20 U/ul (vial 1) 0.5
Volumen final 20.0

7.4 PCR

Se realizaron las mezclas de reaccion considerando cada par de primers por separado como se

indica en el Cuadro 6.

Para cada reaccion en 2 tubos eppendorf de 0.5 ml se agregaron 20 pl de cada mezcla de

reaccion respectivamente, asi mismo se colocd Sul de cDNA (muestra) a cada tubo y se

colocaron en termocilcador para iniciar la reaccion de PCR comenzando con un

precalentamiento inicial de 5 minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 45

segundos a 56°C y 30 segundos a 72°C, con una extension final de 10 minutos a 72°C.

Cuadro 6. Mezcla de reaccion de PCR 1x

Reactivo Mezcla F (ul) Mezcla R (nl)

H>0O grado PCR 12.5 12.5
Fast Start 2.5 2.5
MgCl, 3.0 3.0

17F 1.0 | e

17R 1.0 | e
RS | e 1.0
R6 | e 1.0
Vol. Total 20.0 20.0
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7.5 DIGESTION
Para cada reaccion realizamos una mezcla como se indica en el cuadro 7.

Cuadro 7. Mezcla de reaccion para digestion con Eco RV

Reactivo Volumen (pl)
H>O grado PCR 18.0
Buffer 10x 1.0
Eco RV 1.0
Mezcla de PCR 10.0

La mezcla se mantiene a 37°C durante 12 horas. Después de haber realizado la digestion se
elabord una electroforesis por 60 minutos en un gel de agarosa al 3.5%. Revisar el anexo A
donde se muestra la metodologia paso a paso y un diagrama simplificado.
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8. ANALISIS DE RESULTADOS

Las mutaciones de FLT3 se encuentran en casos nuevos de pacientes con sindromes
mielodisplésicos. Debido a que los pacientes con sindromes mielodisplasicos sin
mutaciones del FLT3 a veces se diagnostican cuando ya han progresado a leucemia
mieloblastica aguda, asi mismo se ha encontrado caso de mutaciones en FLT3 en casos
con leucemia linfoblastica; en dichos pacientes se podria utilizar la deteccion de la
mutacion de FLT3 como indicador temprano de riesgo de leucemogénesis.

En este estudio experimental se analizaron 136 pacientes (n=136); en los cuales se
obtuvieron 35 pacientes con diagnostico de LMA (25.73%), 42 pacientes con diagnostico
de LLA (30.88%), 33 pacientes diagnosticados con sindrome infiltrativo (24.26%) y 26
pacientes con otro tipo de diagndstico (19.11%) como leucemia linfocitica cronica (LLC),
leucemia mielocitica cronica (LMC) y sindrome linfoproliferativo.

Se analizd la presencia de mutaciones en el receptor FLT3 por medio de RT-PCR
multiplex ocupando los cebadores RS, R6, 17F, 17R.

R5:5-TgTCgAgCAgTACTCTAAACA-3
R6:5-ATCCTAgTACCTTCCCAAACTC-3
17F: 5-CCgCCAggAACgTgCTTg-3’

17R: 5'-gCAgCCTCACATTgCCCC-3

Con los productos de la reaccion de PCR se realizod una electroforesis en un gel de agarosa
al 3% durante 60 min.

En la figura 12 se muestran los pacientes A, B, C, D donde no se realiz6 digestion con
enzima Eco RV, esta es una enzima de restriccion (Eco321), reconoce los sitios GATATC
y corta mejor a 37 °C.

En la letra E se observa un paciente positivo para la mutacion FLT3 TKD donde
obtenemos una banda de 68 pb, otra de 46 pb y la linea positiva de 114 pb, FLT3-TKD se
identifica facilmente debido a que resulta de la pérdida de un sitio de reconocimiento de la
enzima de restriccion EcoRYV, de esta manera evitamos la digestion .

La pérdida del sitio de reconocimiento de nuestra enzima de restriccion provoca la nula
digestion de nuestro producto de PCR por amplificacion de esta region mediante un
analisis tipo RFLP, el resultado de nuestra mutacion puntual se puede confirmar mediante
secuenciacion de ADN (Lagunas, 2015).
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Asi mismo observamos una linea de 366 pb en la parte superior del gel correspondiente a
FLT3 WT, zona amplificada para observar mutaciones FLT3 ITD, en esta caso podemos
describir pacientes negativo para dicha mutacion.

A. Bt D E F G H Marcador molecular

CONTROL i e - 100 a 1000 pb

i ITD/- ITD/- ITD/- ITD/ . P

o TKD{+ TKD/-TKD/- TKD/- o «—— 400 pb
366 pb <——— 300 pb

€———— 68 pb

< 4Bpb

Figura 12. Digestion de los amplificados del dominio Tirosin Cinasa (TKD).
Se muestra el produco de la digestion en gel de agarosa al 3%, donde observamos el marcador
molecular que va de 100 pb a 1000 pb, resaltando las bandas de 400pb, 300pb y 100 pb; las letras A, B,
C, D contienen el control negativo (muestras sin digestion), en la letra E se observa una muestra para la
mutacion FLT3-TKD (TKD/+) representada por la banda de 114 pb, asi mismo se observan las bandas
de 68 pb y 46 pb producto de la digestion de la banda de 114 pb. En las lestras F, G, H son muestras
digeridas negativas para ambas mutaciones FLT3-ITD (ITD/-) Y FLT3-TKD (TKD/-).

En caso contrario en la figura 13 resaltamos a los pacientes D y J donde observamos una
banda superior a la de 366 pb indicando un paciente positivo para mutacion FLT3 ITD.
Nuestra mutacion FLT3-ITD se observa cuando un fragmento de la secuencia que codifica
el dominio yuxtamembrana se duplica y se inserta generandoun sitio de corte para nuestra
enzima Eco RV. La longitud del ITD varia de 3 a 400 pb, siendo siempre un multiplo de
tres nucleotidos (Lagunas, 2015).
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Figura 13. Digestion de los amplificados del dominio yuxtamembrana para identificacion de la
mutacion FLT-ITD. Se muestra el producto de la digestion en gel de agarosa al 3%, donde
observamos el marcador molecular que va de 100 pb a 1000 pb, resaltando las bandas de 400pb,
300pb y 100 pb; las letras D y J contienen muestras positivas para la mutacion FLT-ITD
resaltando una banda mayor a la de 366 pb, en las demas letras se observa muestras negativas
representadas por las bandas d de 68 pb y 46 pb producto de la digestion de la banda de 114 pb
FLT3-TKD (TKD/-) y la banda de 366 pb para la secuencia del dominio yuxtamembrana. FLT3-
ITD (ITD/-).

En la figura 14 se muestra la forma en que los cebadores se posicionan en las muestras de
extraccion de DNA, logrando una amplificacion de la secuencia requerida para el andlisis de
RFLP.
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Figura 14. Representacion esquematica del gen FLT3 (13q12) y de la localizacion de los primers
utilizados en la reaccidon de amplificacion. Estructura del cDNA de FLT3 y posicion de los primers
para la RT-PCR Multiplex. Los cebadores RS Y R6 falnquean parte del dominio transmembranal y
parte del dominio juxtamembrana; asi mismo, los cebadores 17F Y 17R flanquean parte del
dominio TKD. TM: dominio transmembrana. JM: dominio juxtamembrana. TK 1 y 2: dominio
tirosina quinasa (TKD). K1: dominio de insercion quinasa (Gaich PB, 2011).

Como se observa en la figura 14, los primers 17F y 17R flanquean el dominio TKD,
ubicado en el exdén 20, que generan sustitucion de Acido aspartico 835 (D835) por
residuos Tirosina (Y) e Histidina (H) principalmente , es decir, en la zona donde
encontramos la mutacion FLT3 TKD encontramos un punto de corte para la enzima Eco
RV como se observa en la figura 15; si la mutacion esta presente este punto de corte no
existe, apareciendo una banda de 114 pb en el gel de agarosa al 3%.

17F, 17R
Longitud del producto: 114

Figura 15. Representacion esquematica del sitio de corte de EcoRVen la secuencia del Dominio
Tirosin Kinasa. Se representa el sitio de corte en la secuencia del Dominio Tirosin Kinasa para la
enzima Eco RV dividiendo la secuencia de 114 pb en una banda de 68 pb y otra de 46 pb; este sitio
desaparece al existir mutacion puntual de FLT3 (FLT3-TKD).
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Los primers R5 y R6 flanquean el dominio transmembrana (TM) y el dominio
juxtamembrana (JM), donde encontramos las mutaciones FLT3/ITD que consisten en
secuencias duplicadas en tandem, que comprenden de 3 a >400pb, a veces con
insercion de nucleotidos adicionales (de 3 a 36pb) en el dominio JM del receptor
(exones 14-15) y afectan principalmente los residuos Tirosina Y589, Y591, Y597, Y599
y en menor medida los residuos Acido Aspartico (D593) o Lisina (K602). Cuando se
observa un positivo para esta mutacion se observa una banda de 366 pb y una banda de
mayor peso molecular (>366 pb); la banda mayor a 366 pb es provocada por la aparicion
de un sitio de corte para la enzima Eco RV debido a las secuencias duplicadas.

Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla:

FLT3 TKD FLT3ITD FLT3 Neg
LMA 14 0 21
LLA 17 2 23
Sindrome infiltrativo 16 1 16
Otro diagndstico 6 0 19

En total se obtuvo un mayor nimero de pacientes positivos para mutacion FLT3 TKD = 53;
para la mutacion FLT3 ITD solo se obtuvieron 3 casos positivos de los cuales 2 se
presentaron en pacientes con diagnostico de LLA y ningin caso para pacientes
diagnosticados con LMA.

La incidencia de la mutacion FLT3-ITD se correlaciona con la edad de los pacientes con
leucemia mieloide aguda; en pacientes pediatricos menores de 10 afios ocurre en 5 a 16%
de los casos, con aumento significativo en pacientes mayores de 10 afios. En pacientes
adultos se reporta una incidencia de 25 a 35%, sin incremento con la edad. El efecto mas
significativo de esta mutacion es su asociacion con altas cuentas blasticas, incremento del
riesgo de recaida y disminucion de la supervivencia. La mutacion FLT3-TKD se ha
encontrado en células malignas de pacientes con leucemia mieloide crénica (1%), leucemia
linfobléstica aguda (1-3%), sindromes mielodisplasicos (2-5%) y leucemia mieloide aguda
(5-10%) (Lagunas, 2015).

Como se observa en la Grafica 1, la incidencia obtenida en la experimentacion para
mutaciones en FLT3 ITD en pacientes con diagnostico de LMA es del 0%, sin embargo,
para pacientes con diagnostico de LLA es del 4. 76%. Como se menciona con anterioridad
esta mutacion se relaciona con la edad. Las muestras de medula 6sea que se trabajaron en la
experimentacion son pacientes cuya edad va desde los 3 meses hasta los 15 afios de edad,
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con un mayor numero de pacientes con edades menores a los 10 afios. Por esta razon la
incidencia para mutaciones en FLT3 es casi nula en pacientes pediatricos. Sin embargo para
mutaciones en FLT3 TKD la incidencia es mayor mostrando un 40% para pacientes con
diagnodstico de LMA y un 40.47% para pacientes con diagnostico de LLA como se muestra
en la figura 16.

Figura 16. Frecuencia de mutaciones en FLT3.

La citogenética clasica y molecular se ha utilizado tradicionalmente para la identificacion
de algunas alteraciones genéticas asociadas con leucemia mieloide aguda (traslocaciones,
eliminaciones, inversiones, etc.), lo que ha permitido estratificar a los pacientes con este
padecimiento en tres categorias de riesgo: favorable, intermedio y desfavorable.

Asi, los pacientes con t (8; 21) (q22; g22) [RUNXI/RUNXITI1], inv(16)(p13q22)
[CBFB/MYHI11] y t(15;17)(q24;921) [PML/RARA] tienen un pronoéstico favorable con
buena respuesta al tratamiento y remisiones completas.

Por otra parte, los pacientes con t(9;11)(p22;q23) [MLLT3/MLL] se consideran con
pronostico intermedio, y en los pacientes con t(6;9)(p23;q34) [DEK/NUP214],
inv(3)(q21q26) [RPN1/EVI1] y t(1;22)(p13;q13) [RBM15/MKL1] el prondstico clinico es
malo debido a la agresividad del padecimiento y la baja respuesta al tratamiento.
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Sin embargo, un grupo importante de pacientes con diagnostico de leucemia mieloide
aguda tienen un cariotipo normal; esto es, sin alteraciones cromosomicas evidentes. Estos
pacientes se clasifican con pronostico intermedio, debido a que clinicamente no se tiene un
marcador de referencia y su origen bioldgico aun es desconocido.

Recientemente, con el desarrollo de metodologias de secuenciacion masiva, se han
identificado nuevas mutaciones genéticas asociadas con la LMA. Algunos de los genes
identificados incluyen a: ¢-KIT, FLT3, MLL, NPM1, C/EBPa, RAS, RUNXI, WTI1,
BAALC, ERG, MN1, DNMT, TET2, IDH, ASXL1, PTPN11 y CBL. De todos ellos
destacan los que afectan a los genes FLT3, NPM1 y CEBPa, porque se han asociado con la
respuesta al tratamiento y el progreso de esta enfermedad (Lagunas, 2015).

A pesar del desarrollo creciente de diversos farmacos dirigidos a blancos moleculares
especificos, la leucemia mielobléstica aguda sigue teniendo una tasa de morbilidad y
mortalidad alta relacionada con la toxicidad farmacolodgica y con las recaidas tempranas.
Los diferentes indices prondsticos en leucemia mielobléstica aguda, que incluyen edad y
los hallazgos de citogenética, entre otros, ayudan a identificar a los pacientes con riesgo
elevado de recaida o de enfermedad resistente.

Por esta razén los resultados fueron relacionados con el diagnostico citogénetico, analizado
por medio de la técnica Hemavision, para vislumbrar un poco el prondstico que tiene el
paciente al ser portador de diversas aberraciones genéticas mostradas en la Figura 17.

FLT3-ITD se han correlacionado con ciertos subgrupos citogenéticos; son especialmente
frecuentes en pacientes con un cariotipo normal. Se ha reportado que 30 a 50% de los
pacientes con leucemia aguda promielocitica con t(15;17) (q22;q12) [PML-RARA]
también tienen alguna mutacion en FLT3. Asimismo, se ha reportado una asociacion
frecuente con la t(6;9)(p23;q34) [DEK-NUP214] (~90%).

Otras mutaciones asociadas con FLT3-ITD ocurren en NPM1 y DNMT3a. Estudios
retrospectivos sugieren que la existencia de mutaciones en NPM1 pueden disminuir el
prondstico negativo de FLT3-ITD, so6lo si la relacion alélica de este ultimo es baja
(Lagunas, 2015).

Desafortunadamente en nuestra experimentacion los pacientes con diagndstico de FLT3
ITD no se pudieron relacionar citogenéticamente debido a que dos de ellos tienen un
cariotipo normal entrando en el rubro de pacientes con pronostico intermedio.

Para las mutaciones FLT3 TKD encontramos una alta relacién con diagndstico citogenético
de t (1; 19); obteniendo un valor de 11.32% de los pacientes con TKD también contienen
esta translocacion.
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Ademas se encontro relacion con las traslocaciones t (12; 21), t (15; 17), t (9; 22) e INV16.
Esta relacion puede llevarnos a vislumbrar el pronostico de remision del paciente
dependiente de la relacion de la mutacion FLT3 TKD con alguna otra alteracion genética;
ya que FLT3 TKD tiene un prondstico favorable mientras su citogenética es anormal.

Asi mismo se puede lograr un mejor tratamiento al encontrar este tipo de relacion entre
diversas anomalias genéticas.

Figura 17. Relacion de mutacion en FLT3 con el diagndstico citogénetico.
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9. CONCLUSIONES

Se determind la frecuencia de mutaciones del receptor FLT3 en pacientes pediatricos del
servicio de hematologia del Hospital infantil Federico Gémez por medio de RT-PCR; donde
concluimos que la mutacion FLT3-ITD en pacientes con diagndstico de LMA es del 0%, sin
embargo, para pacientes con diagnostico de LLA es del 4. 76%. Asi mismo en FLT3 TKD la
incidencia es mayor mostrando un 40% para pacientes con diagndstico de LMA y un 40.47%
para pacientes con diagnostico de LLA.

La relacion entre nuestra citogenética realizada con el protocolo de Hemavision con la
mutaciones en FLT3 no pudo realizarse en el caso de la mutacion FLT3-ITD debido a la
escaza incidencia de esta; Sin embargo se debe poner atencion en la presencia de mutacion
FLT3-ITD, la extension de esta mutacion y la relacion con alguna alteracion genética debido
al mal prondstico que presentan los pacientes con dicha mutacién de FLT3.

En el caso de la mutacion FLT3-TKD esta altamente relacionada con la translocacion t (1;
19). Ademas se encontrd relacion con las translocaciones t (12; 21), t (15; 17), t (9; 22) e
INV16. De esta manera podemos concluir que los pacientes que presentan relacion entre
mutacion FLT3-TKD y alguna otra alteracion genética es favorable y con escasa incidencia en
nuestra poblacion pediatrica.

El receptor FLT3 se ha vuelto un blanco molecular atractivo para el desarrollo de tratamientos
que inhiban su modulo de cinasa. Se han desarrollado inhibidores de tirosina cinasa (ITK) de
molécula pequefia. Entre los inhibidores de FLT3 estdn CEP701 (lestaurtinib), PKC412
(midostaurin), MLN 518 (tandutinib) y SU11248 (sunitinib). Todos tienen actividad
nanomolar (nM) y han mostrado destruir las lineas de células leucémicas y muestras de
leucemia mieloblastica aguda primaria que expresan mutaciones del FLT3. Otra forma de
atacar al FLT3 especificamente es con anticuerpos anti-FLT3. Se han creado fagos humanos
que tienen anticuerpos seleccionados para unirse a FLT3 humano y con la capacidad de
bloquear la union del FL con el FLT3.
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11. ANEXO A

Extraccion de RNA por medio del Kit QIAamp® RNA Blood Mini kit (QIAGEN, 1999)

1.

X N n kW

10.

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

20.

Se obtuvieron muestras de aspirado de médula o6sea del servicio de hematologia
diagnosticados con leucemia mieloide aguda (LMA) y leucemia linfoides aguda (LLA).

Se tomaron 300 pl de la muestra (medula 6sea) y se agregaron 1500ul de buffer EL en un
tubo de tamafio apropiado.

Se incubo de 10 a 15 min en hielo. Se mezclo en vortex cada 5 min durante la incubacion
Centrifugamos a 1500 rpm durante 10 min a 4°C al terminar se descarta el sobrenadante
Se agregaron 600 pl de Buffer EL, re suspender la pastilla
Se centrifugo a 1500 rpm durante 10 min a 4°C al terminar se descarto el sobrenadante
Se agregaron 600ul de Buffer RLT y se mezcl6 con vortex o por medio de micro pipeta
Se trasvaso a una columna QIAshredder (morada) puesto sobre un tubo colector y se
centrifugo a maxima velocidad; se descart6 la columna QIAshredder.

Agregamos 600pl de etanol al 70% y se mezclo por pipeteo

Trasvasamos el volumen a una columna QIAamp (blanca) puesta sobre un nuevo tubo
colector

Se centrifugo por 15 segundo a 10,000 rpm, descartamos el volumen del tubo colector
Se agregaron 700ul de buffer RW1 en la columna QIAamp

Centrifugamos 15 segundos a 10,000 rpm, se descarta el volumen del tubo colector
Se agregaron 500ul de buffer RPE en la columna QIAamp

Centrifugamos 15 segundos a 10,000 rpm, se descarta el volumen del tubo colector
Agregamos 500l de buffer RPE en la columna QIAamp

Centrifugamos por 3 minutos 14,000 rpm, se descart6 el volumen del tubo colector
Transferimos la columna QIAamp a un tubo eppendorf de 1.5ml

Se agregaron 53 pl de agua libre de RN Aasas y se centrifugo durante 1

minuto a 10,000 rpm

Se tomaron 3ul del tubo eppendorf y obtuvimos lectura de la
concentracion en nanodrop.
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En un tubo de fondo coénico de

2ml agregar 300 pl de muestra
sanguinea y 1500 pl de buffer
EL

v

Incubar de 10 a 15 min en hielo. Mezclar

en vortex cada 5 min durante la
incubacion

v

Centrifugar a 1500 rpm durante 10
min a 4°C al terminar descartar el
sobrenadante

A

Trasvasar a una columna morada
puesta sobre un tubo colector
cenfrifugar a maxima velocidad
y descartar la columna.

Y

A

Agregar 600l de etanol al 70% y
mezclar por pipeteo, trasvasar el volumen
auna columna blanca sobre un tubo
colector.

Agregar 500pl de buffer RPE en la
columna blanca, centrifugar 15 segundos
a 10,000rpm, descartar el volumen del
tubo colector.

R

Agregar 600 ul de Buffer EL, re suspender
la pastilla, repetir el paso 3.

Centrifugar por 15 segundos a 10,000rpm
descartar el volumen del tubo colector.

En un tubo de fondo conico de
2ml agregar 300 ul de muestra
sanguinea y 1500 pl de buffer
EL

Agregar 700l de buffer RW1 en la

Agregar 500ul de buffer RPE en la
columna blanca, centrifugar 3 minutos

A4

Tomar 3ul del tubo eppendorf y obtener
lectura de concentracion en nanodrop
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14,000 rpm, descartar el volumen del
tubo colector.

Y

a 10,000rpm, descartar el volumen del
tubo colector.

columna blanca, centrifugar 15 segundos

Y

Transferir la columna blanca a un tubo
eppendorf de 1.5ml, agregar 53 pl de

agua libre de RNAasas y centrifugar 1
minuto a 10,000 rpm.
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Eluir

Figura 18. Procedimiento de
extraccion de RNA por medio del
Kit QIAamp RNA Blood Mini.
Figura tomada y modificada de
QIAGEN, (1999). QlAamp RNA
Blod Mini Handbook. Consultado
el 20 de febrero del 2015.
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Sintesis de cDNA por medio del kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis

1
2.
3.
4

. La desnaturalizacion de la mezcla RNA plantilla-iniciadores se logré colocando10

oW

9.

. Enun tubo eppendorf de 1.5 ml agregarmos 10ul de RNA (muestra)

Se agregaron 1 pl de iniciador Anchore-oligo (dT) (vial 5)
Se agregaron 2 pl iniciador Random Hexamer (vial 6)

minutos a 65 °C en un termobloc, evitando al méximo la evaporacion.

Se enfrio inmediatamente en un termobloc frio

Se agregaron los siguientes componentes de la mezcla RT en el orden listado a
continuacion

Cuadro 5. Mezcla de reaccion para la sintesis de DNA
Reactivo Volumen (ul)
Amplificador de reaccion de la transcriptasa reversa.

) 4.0

Conc.5x (vial 2)
Protector inhibidor de RNAsa, 40 U/ul (vial 3) 0.5
Mezcla de desoxinucleotidos, 10mM (vial 4) 2.0
Transcriptasa reversa, 20 U/ul (vial 1) 0.5
Volumen final 20.0

Se mezclaron los componentes por medio de pipeteo, dar un pulso en la centrifuga para
tener el volumen total en el fondo

Se coloc¢ el tubo en el termobloc durante 10 minutos a 65 °C, seguido de 60 minutos a
50 °C

inactivamos la transcriptasa por calentamiento a 85 °C durante 5 minutos

10. Se detiene la reaccion colocando el tubo en un termobloc frio.
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PCR Y DIGESTION CON LA ENZIMA ECO RV.

1. Se realizaron las mezclas de reaccion considerando cada par de primers por separado:

Cuadro 6. Mezcla de reaccion de PCR 1x
Reactivo Mezcla F (ul) Mezcla R (ul)

H20 grado PCR 12.5 12.5
Fast Start 2.5 2.5
MgCl12 3.0 3.0

17F .o | e

17R 1.0 | e
RS | s 1.0
R6 | e 1.0
Vol. Total 20.0 20.0

2. Para cada reaccion en 2 tubos eppendorf de 0.5ml se agregaron 20ul de cada mezcla de
reaccion respectivamente, asi mismo se colocaron Sul de cDNA (muestra) a cada tubo.

3. Se colocéd en el termociclador y se inicié la reaccion de PCR comenzando con un
precalentamiento inicial de Smin a 94°C, seguido de 35 ciclos de 30s a 94°C, 45s a 56°C y
30s a 72°C, con una extension final de 10 min a 72°C.

4. Para cada reaccion de digestion se realiz6 la siguiente mezcla:

Cuadro 7. Mezcla de reaccion para digestion
con Eco RV

Reactivo Volumen (ul)
H20 grado PCR 18.0

Buffer 10x 1.0

Eco RV 1.0

Mezcla de PCR 10.0

5. Se mantuvo a 37°C durante 12 horas

6. Después de haber realizado la digestion se elabor6 una electroforesis por 60 minutos en un
gel de agarosa al 3%.
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