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Resumen

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es la neoplasia mas comun en nifios y el subtipo mas frecuente es el
que afecta a las células precursoras B (LLA pre-B). Este presenta de forma recurrente las fusiones génicas
ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, KMT2A-AFF1 y BCR-ABL1; las dos ultimas consideradas de mal prondstico.
Estas alteraciones ocurren en <70% de los casos, por tanto, existen pacientes que portan lesiones
génicas desconocidas o para las que aun no se desarrollan herramientas de diagndstico. Recientemente
se identificd un grupo de pacientes con alto riesgo a recaer en el 15-20% de las LLA pre-B, asociado a
ascendencia hispano/latina, con un perfil de expresién similar a los casos BCR-ABL1 positivos (Ph+), pero
sin este rearreglo; se denominan similares a BCR-ABL1 positivo (Ph-like) y se caracterizan por presentar
alteraciones en cinasas y sus receptores. Es posible detectar a estos pacientes por la sobre-expresion de
una firma génica, dentro de la cual es decisivo el incremento en la expresién del gen CRLF2 (se-CRLF2);
también se identifican a través de las lesiones en genes de cinasas alteradas en el subtipo, en donde la
alteraciéon mas frecuente es el rearreglo P2RY8-CRLF2. Caracterizar genéticamente a los pacientes con
LLA es muy relevante ya que permite conocer su prondstico y asignar un esquema de tratamiento
dependiendo de la alteracion encontrada, por tanto este trabajo tiene como objetivo identificar
pacientes pediatricos con LLA pre-B candidatos a pertenecer al subtipo Ph-like por su perfil de expresién,
la sobre-expresion de CRLF2 y la presencia del rearreglo P2RY8-CRLF2. Para el estudio, se obtuvo médula
6sea de pacientes LLA pre-B sin las fusiones génicas recurrentes. A partir de células mononucleares se
extrajo RNA y se sintetizé cDNA. Se determinaron los niveles de expresion de seis genes seleccionados de
diferentes perfiles Ph-like (CRLF2, SEMAG6A, TSPAN7, IGJ, BMPR1B y PON2) mediante g-RT-PCR por el
método de cuantificacion relativa AACt. Para establecer la sobre-expresion se utilizé como valor de corte
la mediana para cada gen. El rearreglo P2RY8-CRLF2 se buscé por RT-PCR. De las muestras de pacientes
colectadas, se analizaron 50 que cumplieron con los criterios de inclusion, de las cuales, nueve casos
(18%) sobre-expresaron entre 5 y 6 genes, los restantes (82%) sobre-expresaron entre 0 y 4 genes del
perfil evaluado. En total se observaron veinticinco casos (50%) con se-CRLF2 y al buscar la presencia del
rearreglo P2RY8-CRLF2, este fue detectado en 17 pacientes (35%). A partir de esto de obtuvieron treinta
y dos candidatos Ph-like que cumplen con diferentes caracteristicas que distinguen al subtipo Ph-like;
con perfil+se-CRLF2+P2RY8-CRLF2= 3 casos; solo con perfil= 6 casos; sélo con se-CRLF2= 9 casos; con se-
CRLF2+P2RY8-CRLF2= 7 casos; soélo con el rearreglo P2RY8-CRLF2= 7 casos. Con lo anterior podemos
concluir que el subtipo Ph-like y particularmente las alteraciones en CRLF2 podrian tener una alta
frecuencia en la poblacion infantil afectada. Es relevante identificar a estos pacientes por su frecuencia,
implicaciones en el pronédstico de la enfermedad, y porque potencialmente pueden recibir terapia

especifica.



1. Introduccién

1.1 El cancer pediatrico en México

El cancer se ha convertido en un problema prioritario de salud publica a nivel mundial. En México, esta
enfermedad es la segunda causa de muerte en nifos y adolescentes entre 5 -14 anos de edad (INEGI,
2015), y la incidencia de las diversas neoplasias ha aumentado de acuerdo a los registros anuales del
Seguro Popular, pasando de 133 casos/millon en 2007 a 156 casos/millon en 2012 (Rivera-Luna et al.,
2014). Se refiere que en el periodo de 2007-2012 las leucemias tuvieron la mayor prevalencia al
representar el 49.8% (7066 casos) de todos los pacientes con cancer registrados en edad pediatrica (0-18

afos), y de éstos, la leucemia linfoblastica aguda (LLA) fue la mas prevalente (Figura 1).

3%W1%

13% w Leucemialinfobastica

i Leucemia mieloide
aguda

Laucemia mieloide
crénica

i Sindromes
mielodisplasicos

Figura 1. Prevalencia de leucemia en pacientes pediatricos (0-18 afios, 7066 casos) registrados en el
Seguro Popular en el periodo 2007-2012. Se observa que la LLA afecté a la mds del 80% de los nifios
registrados. Tomado y modificado de Rivera-Luna et al., 2014.

1.2 Leucemia linfoblastica aguda (LLA)

La LLA es un cancer originado por la proliferacién descontrolada de linfocitos inmaduros en médula ésea;
estas células se denominan blastos por encontrarse arrestadas en diferentes estadios tempranos de la
diferenciacidn celular. El origen de la LLA es multifactorial, generalmente se presenta una alteracion
genética como lesién inicial, y de forma secundaria, anormalidades en el nimero de copias (ANC) y
mutaciones puntuales en diversos genes (Moorman, 2016), asi como alteraciones que afectan vias de
sefializacion celular; todos estos son eventos que cooperan para consolidar la enfermedad (Inaba et al.,
2013). Adicionalmente, el componente hereditario es un factor que puede generar predisposicién a
desarrollar LLA; en poblacion europea se han encontrado polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) en

genes implicados en la maduracién linfoide (ej. IKZF1, ARID5B), que muestran una asociacion significativa
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con el riesgo de desarrollar la enfermedad (Trevifio et al., 2009). También se ha informado que la
incidencia de este tipo de cancer se incrementa hasta 20 veces en los nifios con sindrome de Down
(Carroll et al., 2011). Aunque esta neoplasia es la mds frecuente en nifios, actualmente se alcanzan tasas
de supervivencia que ascienden al 80% de los casos. Este avance estd dado por la posibilidad de
estratificar a los pacientes en categorias de riesgo a partir de diversas caracteristicas, de tal forma que en
los protocolos de tratamiento actuales el riesgo a recaer se basa en criterios como son la edad, género,
cuenta de leucocitos al diagnéstico (CLD) (Moorman, 2016), el nivel de enfermedad minima residual

(EMR) (Kang et al., 2010) y por la presencia alteraciones genéticas.

1.2.1 Clasificacion de la LLA

De manera general, la LLA se clasifica de acuerdo al linaje linfoide afectado. Se tienen asi LLA de células T
(LLA-T) y LLA de células B (LLA-B). Esta investigacidn se centra en el estudio de los primeros estadios de
maduracién de los blastos leucémicos de la LLA-B, que se determinan por la expresidn diferencial de
marcadores inmunolégicos como CD19, CD34, CD10, CD79a y CD22 (Campana y Behm, 2000). En este
estudio se abordara a los estadios pro-B (o B temprana) y pre-B, referidos asi por el estado inmaduro del
receptor de células B (RCB) y que en la LLA-B designan a los subtipos LLA pro-B y LLA pre-B

respectivamente (Pérez-Vera et al., 2011), mismos que comUnmente se engloban como LLA pre-B.

0-0-0-@

Célulatroncal | Célulapro-B Célulapre-B | CélulaB madura

hematopoyética !
CD19+ CD19+ : CD19+

CD34+ cD34- | CD34-
CD10+ co10+ | CD10-
(LLA pre-B) (LLA B madura)

Figura 2. Maduracién de células B. Se muestran algunos marcadores inmunofenotipicos que permiten
determinar el estado de maduracién de los blastos leucémicos. La LLA se desarrolla principalmente a
partir de células pro-B y pre-B. Tomado y modificado de (Pérez-Vera et al., 2011).

1.2.2 Alteraciones genéticas de la LLA pre-B
La LLA pre-B presenta multiples alteraciones génicas y cromosémicas que son especificas del subtipo, lo

gue permite su uso para el diagndstico asi como para clasificar la enfermedad bajo criterios citogenéticos
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(cuadro 1 y 2) y/o moleculares. Algunas alteraciones poseen significado bioldgico al ser clave para el
desarrollo de la leucemia (leucemogénesis), o bien, tienen valor prondstico ya que permiten evaluar el
riesgo de los pacientes a recaer y la posibilidad de ajustar el esquema de tratamiento utilizado

(Moorman, 2012).
1.2.3 Alteraciones cromosémicas numéricas
Los blastos leucémicos en la LLA pre-B presentan diversas aneuploidias (cambios en la ploidia), que se

asocian a desenlaces clinicos que pueden ser drasticamente diferentes (Cuadro 1).

Cuadro 1. Aneuploidias de la LLA pre-B.

Prevalencia en pacientes

Subtipo genético Pronéstico clinico ey
pediatricos

Hiperdipliodia

o/ _ 0,
(51-65 cromosomas) e 25%-30%

Malo y decae con la
reduccion progresiva en el 5%-8%
ndmero de cromosomas

Hipodiploidia
(44 cromosomas)

Cercanos a la haploidia
(23-29 cromosomas)

Tomado de Ghazavi et al., 2015.

Malo 0.7%-2.4%

1.2.4 Alteraciones cromosdmicas estructurales
En la LLA pre-B, las lesiones estructurales mas comunes son las translocaciones que generan fusiones

génicas. Las translocaciones de mayor frecuencia y de valor prondstico se muestran en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Translocaciones recurrentes en la LLA pre-B

Prevalencia en

Subtipo genético Genes implicados Pronéstico clinico . .
pacientes pediatricos
t(12;21)(p13;922) ETV6-RUNX1 Bueno 25%
t(1;19)(q23;p13) TCF3-PBX1 Intermedio a bueno <6%
75% en menores a 1
t(4;11)(q21;923) afno.
t(v;11g23) KMT2A-AFF1 Malo 1%-2% en mayores a
1 aino.
t(9;22)(q34;q11.2) BCR-ABL1 Malo* 3%-5%

Tomado de Ghazavi et al., 2015. *Cuando se trata la leucemia con esquemas terapéuticos
convencionales.
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En general las alteraciones antes mencionadas son mutuamente excluyentes (Moorman, 2012), sin
embargo esto no siempre sucede, ya que los pacientes con hiperdipliodia también pueden presentar
rearreglos genéticos. Por otro lado, la prevalencia de las fusiones ETV6-RUNX1 y TCF3-PBX1 suele variar
entre poblaciones, con frecuencias reportadas para México del 8.7% y 5.8% respectivamente (Pérez-Vera
et al., 2008; Martinez-Mancilla et al., 2013). Con el incremento en la edad la frecuencia de las
alteraciones genéticas asociadas con un prondstico favorable decae, mientras que las alteraciones
asociadas a mal prondstico como la BCR-ABL1, son mas comunes (Moorman, 2016). Aunque estas
alteraciones son eventos importantes en la leucemogénesis, son insuficientes para desarrollar y
establecer la neoplasia; ahora se conoce que la mayoria de los casos con LLA muestran una constelacion
de anormalidades adicionales que incluyen alteraciones genéticas estructurales, mutaciones y cambios
en el numero de copias de genes implicados en la diferenciacidon y proliferacion celular (Mullighan,

2012).

1.3 El subtipo BCR-ABL1 positivo

La primer lesidn genética que se encontrd asociada a un tipo de cancer especifico es la que resulta de la
translocacion t(9;22)(g34;q11.2), que da origen al denominado cromosoma Filadelfia, referido también
como Ph+ (Moorman, 2012). Aunque inicialmente fue descrita en leucemia mieloide crdnica, también
ocurre en 3%-5% de los casos de LLA pediatrica. En esta alteracidn, se une la secuencia 5" del gen
Breakpoint Cluster Region (BCR) en el cromosoma 22 a la secuencia 3" del gen C-Abl oncogén 1 (ABL1) en
el cromosoma 9. Al expresarse y posteriormente traducirse la fusién génica BCR-ABL1, da por resultado
una oncoproteina con actividad tirosina cinasa constitutiva, que lleva a activacidon de multiples vias de
sefializacion, incremento en la proliferaciéon celular y desregulaciéon en la diferenciacidon y adhesion
(Ghazavi, 2015). Comunmente esta alteraciéon se acompanfa de lesiones secundarias, como mutaciones o
deleciones en el factor de transcripcion linfoide IKZF1, que ocurren hasta en el 84% de los casos
(Mullighan et al., 2009).

Los pacientes con LLA pre-B que portan esta alteracidén suelen tener mal prondstico al ser tratados bajo
esquemas de quimioterapia estandar, los cuales incluyen la administracion de farmacos como L-
asparaginasa y daunorubicina. Sin embargo, la reciente incorporacién de inhibidores de tirosina cinasa
(ITC) como imatinib, dasatinib y nilotinib, ha permitido elevar las tasas de supervivencia libre de evento
(SLE) a 4 aios (periodo sin recaida, segunda neoplasia o0 muerte) del 65% al 84% de los casos (Ghazavi et

al., 2015; Jiménez-Morales et al., 2008).
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1.4 El subtipo similar a BCR-ABL1 positivo: Un hallazgo por perfil de expresién

Si bien las alteraciones mencionadas son las mds recurrentes en LLA precursora B en nifios, sélo se
identifican en aproximadamente el 70% de los casos (Moorman, 2016); es decir, para el 30% de los
pacientes no se habian podido establecer marcadores de diagndstico o prondstico que permitieran
estratificarlos mas alld de los criterios clinicos antes mencionados. A este subgrupo de pacientes con LLA

pre-B se les refiere como “otros-B” (B-others) (Figura 3).

ETV6-RUNX1
Hiperdiploidia
Rearreglosde KMT2A
TCF3-PBX1

BCR-ABL1
Dicéntrico (9;20)

Hipodiploidia
“Otros B”

Figura 3. Frecuencia de las alteraciones genéticas mds comunes en pacientes pediatricos con LLA pre-B.
Tomado y modificado de Inaba et al., 2013.

Recientemente, la caracterizacion molecular mediante estudios gendmicos, micro-arreglos de expresion,
SNPs y secuenciacion de proxima generacién, ha permitido describir nuevas alteraciones y subtipos de
pacientes con LLA pre-B que no coexisten con las alteraciones estructurales recurrentes descritas a nivel
citogenético y molecular, es decir, corresponden al grupo de pacientes “otros B”. A continuacion se
mencionan los estudios que dieron a conocer un nuevo subtipo molecular denominado “similar a BCR-

ABL1 positivo o Philadelphia-like”.

En 2009, Den Boer y colaboradores estudiaron a 190 pacientes pediatricos con LLA provenientes de
Alemania y Holanda, con la finalidad de mejorar su tipificaciéon genética mediante el disefio de un
clasificador basado en el perfil de expresion génica de los subtipos de LLA mas frecuentes. Para
seleccionar el juego de sondas minimo que permitiera la prediccion de los seis subtipos de LLA con valor

en el prondstico (ETV6-RUNX1, hiperdiplodia, rearreglos de TCF3, BCR-ABL1, rearreglos en KMT2A, o LLA-
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T) se eligieron los 110 juegos de sondas (para 90 genes) que con la mas alta sensibilidad clasificaban de
manera correcta a los subtipos de estudio; con éstas llevaron a cabo un analisis de agrupacién jerarquica
de los pacientes por su perfil de expresion. Al aplicar el perfil, el 100% de los pacientes pertenecientes a
alguno de los seis subtipos fueron correctamente identificados. Sin embargo, 44 casos de un total de 154
pacientes con LLA pre-B no fueron asignados a ningun subtipo, es decir, representaron al grupo de los
“otros B”; treinta (68%) de ellos se distinguieron de los demas por presentar un perfil de expresién
parecido al de los casos BCR-ABL1 positivos, pero sin la translocacion caracteristica. El hallazgo de este
perfil relacionado a la activacion de tirosina cinasas, llevé a que estos pacientes fueran nombrados como
“similares a BCR-ABL1”. Se encontré un grupo de genes sobre-expresados asociados a este nuevo
subtipo molecular, entre ellos: BMPR1B, ECM1, IGJ, PON2, SEMAG6A y TSPAN7. Con el seguimiento de los
pacientes, se determind que su prondstico fue adverso como sucede con el subtipo BCR-ABL1 positivo,
ya que solo el 59% mostrd SLE a 5 afios en comparacion con el 84% de los restantes casos con LLA pre-B
en la cohorte. Adicionalmente, los pacientes presentaron una cuenta leucocitaria en el diagndstico hasta
tres veces mayor respecto a los demas subgrupos. Con el posterior andlisis genético de las muestras por
Hibridacion Gendmica Comparativa (HGC) se reportd que los miembros de este subgrupo tuvieron mayor
numero de alteraciones genéticas, de las cuales destacaron las deleciones en genes que participan en la
maduracién de los linfocitos B, como IKZF1, TCF3, EBF1, PAX5 y VPREBI1, y que se encontraron alterados
en mas del 80% de los casos. Por otro lado, destaca el hecho de que en el diagndstico estos pacientes
fueron erréneamente clasificados dentro de grupos de riesgo bajo e intermedio, al considerar los
criterios de los protocolos en los que se enrolaron, lo que implicaba estar sometidos a un régimen de
tratamiento menos intensificado. Finalmente, por su mal prondstico, estos pacientes “similares a BCR-
ABL1 positivos” se convirtieron en el subgrupo de LLA pre-B de alto riesgo mas numeroso.

En otro estudio simultdneo al de Den Boer y cols.,(2009), pero llevado a cabo con poblacién de los
Estados Unidos, Harvey y colaboradores (2010a) analizaron los perfiles de expresién de un grupo de 207
pacientes con LLA pre-B en alto riesgo a recaer, con el objetivo de identificar nuevos subgrupos
genéticos, genes marcadores para el diagndstico, o posibles blancos terapéuticos. Algunos criterios
utilizados para la seleccidon de estos casos con mal prondstico, fueron presentar una cuenta leucocitaria
al diagndstico >50000 cel./uL, estar en un rango de edad entre 1 a 20 afios, tener infiltracion de blastos
leucémicos en sistema nervioso central o testiculos, no presentar alteraciones genéticas asociadas a un
prondstico favorable (t(12;21)/ETV6-RUNX1 o trisomia de los cromosomas 4 y 10) ni las alteraciones de
mal prondstico ya conocidas (t(9;22)/BCR-ABL1 o hipodiploidia). Para poder realizar un andlisis de

agrupamiento de los pacientes de acuerdo a su perfil de expresion, utilizaron un micro-arreglo de
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expresion de alta densidad a partir del cual seleccionaron las sondas génicas a evaluar mediante tres
métodos distintos (Alto Coeficiente de Variacién (HC), Andlisis del Perfil Atipico en Cancer (COPA) y
Reconocimiento de Atipicos por Muestreo de Extremos (ROSE)). De esta forma, con cada uno eligieron
los 254 juegos de sondas con la mas alta variacidn en expresién respecto a su valor de tendencia central
en la cohorte estudiada. Al realizar el analisis de agrupamiento se encontré que con las sondas
seleccionadas por los tres métodos, se identificaron los mismos ocho grupos de pacientes, es decir, se
obtuvieron ocho perfiles de expresion. Destacd el grupo nimero ocho con 24 miembros, de los cuales
sorpresivamente 61% fueron de origen hispano/latino; este subgrupo tuvo la menor tasa de SLE a cuatro
anos, que fue del 21% en comparaciéon con 66.3% de toda la cohorte. En particular, el analisis ROSE
definid al grupo ocho por la sobre-expresidon de genes como BMPR1B, CRLF2, MUC4, PON2, GPR110,
SEMAG6 e IGJ, mismos que fueron previamente reportados por ser predictivos para la deteccién de los
casos que si son positivos a la fusién BCR-ABL1 (Juric et al., 2007). Por tanto, a esta firma asociada a la
activacién de tirosina cinasas la denominaron “similar a BCR-ABL1” o “Philadelphia-like (Ph-like)”. Para
profundizar mas en la heterogeneidad de los pacientes con alto riesgo, correlacionaron sus perfiles de
expresién con las ANC’s. De esta manera se encontraron deleciones en el gen IKZF1 que han sido
vinculadas a mal prondstico (Mullighan et al., 2009), mismas que tuvieron una asociacién significativa
con los miembros del grupo ocho al presentarse en el 91% de los casos. Adicionalmente, en este grupo
se observaron variantes en el nimero de copias en la regién adyacente al locus de CRLF2, lo que
permitié la posterior identificacion de rearreglos en este gen. Finalmente, el hallazgo del perfil de
“activacion de tirosina-cinasas” caracteristico del grupo ocho, llevd a secuenciar los genes que codifican
estas enzimas en 198 muestras, lo que dio como resultado la identificacion de mutaciones en JAK1 y
JAK2 en 19 pacientes, 12 de los cuales formaron parte del grupo con el perfil Ph-like.

En 2013, Harvey y colaboradores mejoraron el clasificador génico que desarrollaron previamente, con el
objetivo de identificar de forma prospectiva a los casos Ph-like. A partir de un micro-arreglo de alta
densidad obtuvieron los perfiles de expresion génica de 811 pacientes con LLA pre-B de alto riesgo, y
mediante un analisis de prediccidn seleccionaron los 68 juegos de sondas (para 38 genes) que mejor
distinguieron al subgrupo Ph-like. Posteriormente, al analizar estos genes con un micro-arreglo de baja
densidad (LDA) refinaron el modelo clasificador para asi obtener los 15 genes mas predictivos en la
identificacion de pacientes Ph-like; estos fueron IGJ, SPATS2L, MUC4, CRLF2, CA6, NRXN3, BMPRI1B,
GPR110, CHN2, SEMAG6A, PON2, SLC2A5, S100Z, TP53INP1 e IFITM1. De esta manera, el clasificador
demostré la capacidad de predecir los casos de estudio con un alto grado de sensibilidad (93%) y

especificidad (89.7%).
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Cabe resaltar que en los estudios mencionados, cada sistema de clasificacion de pacientes fue verificado
en una cohorte de validacién, dando soporte a los resultados obtenidos. Esto demuestra que las firmas
de expresién génica son una herramienta robusta para la deteccidon de pacientes. Sin embargo, en la
identificacion del subgrupo similar a BCR-ABL1 positivo, se ha observado que los clasificadores génicos
no son del todo transferibles entre las poblaciones de estudio. Al evaluar las diferentes firmas de
expresion identificadas, Boer y colaboradores (2015) encontraron que aunque hay solapamiento, existe
variacion en el grupo de pacientes que son clasificados como Ph-like. De esta manera reportaron que 54
de 79 pacientes (68%) identificados con la firma europea, no fueron detectados con la firma
norteamericana. A su vez, cuando se evalud la firma europea en una cohorte estadounidense, 15 de 40
casos Ph-like (37%) no se detectaron. Las diferencias en la composicidn genética de las poblaciones que
se han estudiado, como la ancestria americana que puede contener parcialmente componente
amerindio con respecto a la europea, el grupo de riesgo al que fueron asignados por sus caracteristicas
clinicas, asi como el objetivo inicial para el analisis de los perfiles de expresién, pueden ser factores que
contribuyan a que sean diferentes los casos identificados (Boer et al., 2015). De esta manera, ya que
cambian los marcadores que denotan la activacion de tirosina cinasas, la caracterizacion del subgrupo

Ph-like debiera realizarse en las diferentes regiones y/o poblaciones que ain no han sido estudiadas.

Otros estudios enfocados en el mejoramiento de la estratificacién de riesgo y no en la clasificacion
genética, han destacado la alteracién de algunos genes marcadores, que en los trabajos previamente

citados integran las firmas Ph-like. A continuacién se hace mencidn a estas investigaciones.

En el momento del diagndstico se asigna el primer estatus de riesgo en los pacientes LLA-B y se basa
exclusivamente en dos caracteristicas clinicas que cuentan con valor prondstico. Los pacientes entre 1y
10 afios de edad, y/o una cuenta leucocitaria menor a 50000 cel./uL, son clasificados con riesgo
estandar. En contraparte, los pacientes diagnosticados menores a 1 afio o mayores a 10, y/o cuenta de
leucocitos mayor a 50000 cel./uL, son clasificados con alto riesgo a recaer (Hunger y Mullighan , 2015a).
Sin embargo, aun cuando los pacientes muestran caracteristicas clinicas favorables, las recaidas se
presentan en ambos grupos de riesgo. Por tal motivo, Kang y colaboradores (2010) buscaron mejorar el
estatus de riesgo de un grupo de 207 pacientes que previamente fueron caracterizados genéticamente
por Harvey (2010a), mediante un perfil de expresion construido en funcién del evento de recaida y
combinado con la deteccidon de EMR (presencia de al menos 1 célula leucémica por cada 10000 células

normales después de 29 dias de quimioterapia, lo que eleva el riesgo a recaer). A través de un micro-
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arreglo de alta densidad obtuvieron perfiles de expresion génica, a partir de los cuales realizaron un
analisis de riesgos que les permitié seleccionar los 42 juegos de sondas (para 38 genes) con la mas alta
asociacién a Supervivencia Libre de Recaida “SLR” (periodo de 4 a 5 afos sin deteccidon de células
leucémicas, una vez que el paciente fue declarado como libre de enfermedad). Con la posterior medicién
de EMR al término de la terapia de induccién a la remisidn (esquema de 29 dias de tratamiento con
quimioterapia en el que se busca eliminar el 95% de células leucémicas), construyeron un clasificador
combinado con el cual obtuvieron 3 grupos de riesgo que difirieron significativamente en su SLR. De 191
pacientes con muestra disponible, 72 integraron un grupo de bajo riesgo en el que el 87% de los casos
presenté 4 afos de SLR; en un grupo de riesgo intermedio (81 casos) la SLR a 4 afios fue del 62%
mientras que en 38 pacientes asignados al grupo de alto riesgo, la SLR a 4 afios sélo fue del 29% y
cercana a 0% a los 5 afios de seguimiento. Los pacientes con el peor prondstico se caracterizaron por
mostrar sobre-expresados los genes BMPR1B, CTGF, TTYH2, IGJ, PON2, CD73, CDC42EP3, TSPAN7 y
SEMAGA. Es interesante observar que algunos de estos genes también fueron reportados por Harvey et
al. (2010a y 2013) y Den Boer et al. (2009) en la caracterizacidon del subgrupo similar a BCR-ABL1. Por
tanto, los miembros del subtipo Ph-like, que como se ha mencionado presentan bajas tasas de
supervivencia, podrian ser susceptibles de ser identificados mediante un clasificador génico basado en la
SLRy la EMR.

Adicionalmente, en 2008 Hoffmann y colaboradores buscaron mejorar la estratificacién de riesgo a
recaer de pacientes pediatricos con LLA-B mediante una firma de expresién génica correlacionada con el
prondstico clinico a largo plazo. Para ello analizaron las muestras de un grupo de 55 pacientes que
alcanzaron remisién al término de la terapia de induccidn pero con evento de recaida en 16 de ellos. Al
evaluar los perfiles de expresion identificaron a los tres genes que mejor discriminaban el prondstico
clinico. De esta manera, se reportd que el perfil de expresidon definido por la regulacion a la baja de los
genes AZIN, GLUL y la sobre-expresidén de IGJ, permitié predecir el prondstico de los 55 pacientes con
una especificidad del 97.4% y una sensibilidad del 68.8%. Al evaluar su valor en el riesgo a recaer, se
encontré que la diferencia en la supervivencia de los pacientes con estos genes alterados fue
significativamente menor. En este estudio destaca la identificacién de IGJ sobre-expresado, que como se
ha mencionado es uno de los genes que distinguen al subgrupo Ph-like. Por tanto, los marcadores de mal
prondstico basados en el nivel de expresidén reportados por Kang et al. (2010) y Hoffmann et al. (2008)
no soélo constituyen una herramienta que mejora la clasificacion de riesgo inicial, también permiten

detectar pacientes que por su alto riesgo a recaer podrian pertenecer al subgrupo Ph-like.
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1.4.1 Incidencia del subtipo similar a BCR-ABL1 positivo

Como se ha revisado, el grupo Ph-like se ha convertido en el subtipo de alto riesgo mas frecuente;
actualmente se sabe que representa entre el 15-20% de los casos con LLA pre-B (Ghazavi et al., 2015) o
bien, hasta 50% de los “otros B” (Moorman, 2016). Se refiere que su incidencia incrementa con la edad y

se estabiliza en adultos mayores a 40 afos (Figura 4) (Roberts et al., 2014 y 2017).
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Grupo de edad (afios)

Figura 4. Incidencia del subtipo Ph-like en pacientes con LLA pre-B por grupo de edad. Se observa que
entre pacientes pedidtricos la frecuencia es mayor en adolecentes. Tomado y modificado de Roberts et
al., 2014 y 2017.

1.4.2 Alteraciones frecuentes del subtipo similar a BCR-ABL1 positivo

Los pacientes Ph-like despliegan un amplio repertorio de lesiones genéticas, lo que hace a este subgrupo
sumamente heterogéneo. Sin embargo, destacan aquellas que llevan a la desregulacién de receptores de
citocinas y a la activacion de tirosina cinasas. Roberts y colaboradores (2014) reportaron la frecuencia de
estas alteraciones a partir del andlisis gendmico de 264 pacientes Ph-like (Figura 5). Las alteraciones
convergen principalmente en vias de sefializacion como son la JAK-STAT, la via de ABL Yy la via de Ras, por
la presencia de rearreglos o mutaciones de genes clave en la transduccion de sefales (Cuadro 3). Por
tanto, a pesar de la complejidad genética de los pacientes Ph-like, ya que la mayoria de los casos
involucran lesiones en JAK-STAT y ABL, podria ser factible la intervencion terapéutica mediante el
empleo de ITC (ej. Imatinib, dasatinib, ruxonitinib) en combinacién con quimioterapia (Tran et al., 2016),

de la misma forma que se ha tratado a los pacientes Ph+. En estudios preclinicos, ya se ha demostrado
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gue la activacién de las vias mencionadas puede ser revertida a través de ITC especificos para cada grupo

de alteraciones (Hunger y Mullighan , 2015a).

i CRLF2

W JAK2

« EPOR

i Otras JAK-STAT

W ABL

L Ras

i alteraciones no comunes

i sincinasas activadas

Figura 5. Distribucidn de alteraciones mas frecuentes en el subgrupo Ph-like. Se muestra la frecuencia de
CRLF2 sobre-expresado, rearreglos en JAK2 y EPOR, otras mutaciones activadoras de la via JAK-STAT,
rearreglos en la via ABL, mutaciones en la via de Ras, alteraciones raras y los casos sin mutaciones en

cinasas. Tomado y modificado de Roberts et al., 2014.

Cuadro 3. Vias de sefializacion alteradas, genes implicados y alternativas terapéuticas para los
pacientes Ph-like.

Via alterada Genes implicados Inhibidor de cinasa

CRLF2, JAK2, EPOR, IL7R, SH2B3, TSLP, FLT3 Ruxolitinib

JAK-STAT IL2RB Inhibidor de JAK1/JAK3
TYK2 Inhibidor de TYK2
ABL ABL1, ABL2, CSF1R, PDGFRB Dasatinib
Ras NRAS, KRAS, PTPN11, NF1 No desarrollado

Tomado de Roberts et al., 2012.

A continuacidn se describen las alteraciones que se presentan en el gen CRLF2.
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1.4.3 Alteraciones en CRLF2

Hasta el 50% de los casos Ph-like presentan alteraciones en el gen CRLF2 (Citokine Receptor-Like Factor
2) (Mullighan, 2012). Las lesiones en CRLF2 llevan a la sobre-expresion de este receptor de citocinas, que
al heterodimerizar con el receptor a de interleucina 7 (ILR7a), y con la posterior unién a su ligando la
linfopoyetina estromal timica (TSLP), activan la via de JAK-STAT de forma constitutiva, lo que promueve

la proliferacion celular (Harvey et al., 2010b) (Figura 6).

®

Figura 6. Participacién de CRLF2 en la via de JAK-STAT. Las alteraciones en CRLF2 mantienen la activaciéon
del factor de transcripcion STATS5, lo que permitie la expansién de las células leucémicas. Tomado y
modificado de Carroll et al., 2011.

Entre los mecanismos conocidos que llevan a la desregulacién de CRLF2, se tiene la delecién P2RYS8-
CRLF2; ésta se origina dentro de la regién pseudoautosdmica PAR1 en los cromosomas sexuales (Figura
7a, en donde toda la regiéon codificante de CRLF2 se yuxtapone con el primer exdn no codificante del gen
P2RY8 (Purinergic Receptor P2Y), quedando asi bajo el control de su promotor (Figura 7b). Por otro lado,
la translocacién de la regién PAR1 al locus de la cadena pesada de inmunoglobulina (IGH@) en 14932,
deja la activacion de CRLF2 bajo el control del potenciador (enhancer) de IGH@ (Palmi et al., 2012).
Aungue son poco frecuentes, las mutaciones en el dominio transmembranal de CRLF2 (ej. p.Phe232Cys)
también generan la heterodimerizacidén del receptor y activan la transduccion de sefales (Yoda et al.,
2010). Estas alteraciones en CRLF2 estan fuertemente asociadas a mutaciones en la familia JAK;
aproximadamente el 50% de los casos con rearreglos en CRLF2 se ven acompafiados por mutaciones en
JAK1/2 (Mullighan, 2012), y contrariamente, la aparicién de estas mutaciones es rara cuando CRLF2 no
estd alterado. Por otro lado, la expresién de CRLF2 acompaiada de mutaciones en el dominio

pseudocinasa de JAK2 (ej. p.Arg683) también resulta en la activacion citocina-independiente de la via
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mencionada (Mullighan et al., 2009). Destaca el hecho de que las alteraciones en CRLF2 son altamente
frecuentes en los casos LLA pre-B con Sindrome de Down, ya que se presentan en la mitad de estos
pacientes (Ghazavi et al., 2015); también estan altamente asociadas a la ascendencia hispano/latina de

acuerdo a los estudios realizados en los Estados Unidos de América (Harvey et al., 2010b).
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Figura 7. (A) CRLF2 y P2RY8 se localizan en la regidon PAR1 de los cromosomas sexuales. (B) Se muestra la
delecién intersticial que genera la fusion P2RY8-CRLF2. Tomado y modificado de Dyer et al., 2010y
Hertzberg et al., 2010.

Diversos estudios han profundizado sobre el impacto de CRLF2 desregulado en el prondstico de los
pacientes. Palmi y colaboradores (2012) determinaron que la fusion P2RY8-CRLF2 puede incrementar
hasta tres veces el riesgo a recaer, ademds de observar que los pacientes con CRLF2 sobre-expresado
tienen una SLE significativamente menor. Otros estudios también han determinado que la sobre-
expresion de CRLF2, y particularmente la presencia del rearreglo P2RY8-CRLF2, son marcadores de
prondstico adverso (Chen et al., 2012; Cario et al., 2010). Sin embargo, van Der Veer y colaboradores
(2013) no han encontrado esta asociacién. Con base en esto, actualmente el valor prondstico de CRLF2
desregulado aun estd en debate y parece ser dependiente del esquema de tratamiento utilizado,
también de las caracteristicas de la cohorte de estudio, asi como del tipo de analisis para definir los
valores de corte que establecen la sobre-expresion de este gen. La importancia de detectar alteraciones
en este receptor radica en su uso potencial como blanco terapéutico, para la inhibicién de la via JAK-

STAT.

21



1.4.4 Genes sobre-expresados

Como se ha mencionado, las firmas de expresidon que han permitido la deteccién del subtipo Ph-like,
estan conformadas por un conjunto de genes sobre-expresados. Ademas de CRLF2, son recurrentes
otros genes cuyo papel en el fenotipo de LLA pre-B aun no ha sido descrito, sin embargo, son
caracteristicos del subtipo. A continuacién se describe la funcién bioldgica de cinco genes frecuentes en

las firmas Ph-like asi como su participacién en otras enfermedades.

e BMPR1B “Bone Morphogenetic Protein Receptor Type 1B”
El receptor de la proteina morfogenética dsea 1B, también denominado ALK6 (Activin Receptor-like
Kinase 6), es uno de los tres receptores tipo 1 de la proteina morfogenética (BMP’s) con domino serina-
treonina cinasa. Durante la condrogénesis es requerido para la maduracion y proliferacion de los
condrocitos. Este gen también se expresa en células troncales mesenquimales en bajos niveles, incluso
no detectables. En contraste, su expresidn aumenta durante la osteogénesis, donde es necesario para el
modelado éseo, ya que regula la diferenciacién de osteoblastos a osteocitos. Las alteraciones en la
intensidad, localizacidon y duracion de la actividad de BMPR1, conducen a la formacién de hueso
heterotdpico (que consiste en la deformaciéon de hueso y cartilago) asi como a desérdenes del

metabolismo dseo (Lin et al., 2016).

e TSPAN7 “Tetraspanin 7”
La tetraspanina 7 es una proteina perteneciente a la superfamilia 4 de proteinas transmembranales,
también conocida como familia de las tetraspaninas. La mayoria se caracterizan por poseer dominios
hidrofébicos y son Unicas en su capacidad para asociarse de forma lateral con otras proteinas de
membrana, por lo que actlan como organizadores al agrupar proteinas en complejos funcionales; asi,
participan al mediar procesos de adhesién y migracidn celular (Zoller, 2009). La tetraspanina 7 se expresa
ampliamente en células no hematopoyéticas, sobre todo en el cerebro (Hosokawa et al., 1999). Sin
embargo, se ha descrito que se expresa fuertemente en LLA-T (Takagi et al., 1995). Mediante analisis por
micro-arreglos se ha demostrado la sobre-expresion de este gen en cancer de estémago, pancreas,
higado, es6fago y colorectal (Cheong et al., 2015). En otro estudio se encontré que la sobre-expresién de
TSPAN7 reduce de forma significativa la carga tumoral en el modelo murino de mieloma multiple; por
otro lado, mediante ensayos in vitro se observd que la expresidon de este gen mejora la adhesion de las

células de mieloma multiple a células del estroma de la médula dsea. Adicionalmente, TSPAN7 sobre-
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expresado indujo un incremento significativo de la migracién de células tumorales (5TGM1) en cultivos

en monocapa de células endoteliales de médula dsea (Cheong et al., 2015).

e /GJ “Immunoglobulin J Chain”
Este gen codifica para las cadenas de unidn de las IgA e IgM multiméricas y se expresa de forma ubicua
en diferentes tejidos como el intestino delgado, colon, bazo y las glandulas salivales. Adicionalmente,
contribuye en la unién al componente secretorio de dichas inmunoglobulinas. La enfermedad de la
cadena pesada, en la que se genera la sobreproducciéon de anticuerpos IgA o IgM, es un trastorno

asociado a este gen (GeneCards, 2016).

e PON2 “Paraoxonase 2”
La paraoxonasa 2 es una enzima que se localiza en varias estructuras del citosol y esta encargada de la
prevencion del estrés oxidante intracelular (Chistiakov et al., 2017), donde es capaz de destoxificar
lipoproteinas de baja densidad oxidadas (oxLDL). Esta proteina, que se expresa ampliamente en los
tejidos humanos (GeneCards, 2017), cuenta con un dominio transmembranal con el que puede
translocarse a la membrana plasmatica, e impide la peroxidacién de lipidos. Ademads, por su actividad
degradadora de anillos de lactona, disminuye la homocisteina tiolactona, intermediario que induce la N-
homocisteinilacién de proteinas (Abelld6 et al., 2014). Por otro lado, PON2 esta involucrado en
mecanismos independientes de su actividad lactonasa y que median la ateroproteccion, como es la
inhibicién de la via intrinseca de la apoptosis y la generacién de superdxido dependiente de mitocondrias
(Altenhofer et al.,, 2010). Diversos estudios han demostrado el efecto cardioprotector de esta
paraoxonasa. En 2004, Navab y colaboradores reportaron que la deficiencia de PON2 y apolipoproteina E
(apoE) en ratones alimentados con dieta rica en grasas, llevd a la reduccién de LDL en comparacion con
ratones normales. Asi también, se ha observado que la sobre-expresion de PON2 en ratones apoE
deficientes, atenua el desarrollo de ateroesclerosis, mejora el transporte reverso de colesterol, asi como
la capacidad antioxidante del suero, y restaura la funcién antinflamatoria de los lipidos de alta densidad

(HDL) (Ng et al., 2006).

e SEMAG6A “Semaphorin 6A"
La semaforina 6A es una glicoproteina transmembranal inicialmente descrita por participar en el
direccionamiento de los axones nerviosos, asi como en la migracidn celular durante el desarrollo del

sistema nervioso central. Se ha reportado la participacidon de este gen en diferentes neoplasias. Zhao y
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colaboradores (2015) refieren que la sobre-expresién de SEMA6A en pacientes con glioblastoma se
asocié con una supervivencia mas larga, y este factor mantuvo valor prondstico independiente. En
ensayos in vitro en las lineas celulares de glioblastoma U251 y U87, encontraron que el incremento en
concentracién de la proteina suprime la capacidad migratoria e inhibe el potencial invasivo y de
proliferacion de estas células. En adicidn, la reduccidon de esta proteina altera el citoesqueleto, la
motilidad y capacidad invasiva de células de melanoma con mutaciones en la cinasa BRAF (Loria et al.,
2015). SEMAGA también inhibe la angiogénesis tumoral (Dhanabal et al., 2005). En el trabajo de Prislei y
colaboradores (2008), realizado en la linea celular A2780 de cédncer de ovario, se describié que la sobre-
expresion de SEMAGA participa en resistencia a diversos farmacos por su asociacion directa con los
niveles de TUBB3, proteina ligada a mal prondstico y a la resistencia a quimioterapia en cancer gastrico,
de ovario, pulmdén, mama y pancreas. Asimismo, se reportd que la SEMABA sobre-expresada es una
forma citoplasmatica capaz de regular la composicién de los isotipos de tubulina, afectando de manera
indirecta la dinamica de los microtubulos del citoesqueleto. Adicionalmente, se han detectado altos
niveles de expresion de esta semaforina en numerosas muestras de cancer de rifidn (Prislei et al., 2008).
Finalmente, en ciertas formas de cancer pulmonar, la regidon 5923.1 en la que se ubica este gen se

encuentra “deletada” (Ueno et al, 1998).

1.4.5 Deteccidn del subgrupo similar a BCR-ABL1 positivo

Se pueden utilizar diversas estrategias para identificar los casos Ph-like, como se ha revisado, una de
ellas es el analisis de transcritos. Entre los ensayos mas utilizados para este fin se tienen los
microarreglos de expresién, mismos que evaltian los niveles de transcripcion altos o bajos de un grupo
de genes. También ha sido ampliamente utilizada la reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo real
(qRT-PCR), en la que se cuantifican RNA mensajeros amplificados mediante sondas y oligonucledtidos
especificos, ofreciendo alta sensibilidad y un costo relativamente bajo en comparacion con los
microarreglos.

Como se menciond, las firmas de expresién pueden cambiar esencialmente por el fondo genético de la
poblacidn de estudio. Por esto, otra estrategia de deteccién es a través de la busqueda de las
alteraciones mas frecuentes, particularmente aquellas en las que se encuentran cinasas implicadas. Los
rearreglos genéticos como las deleciones, pueden ser detectadas mediante microarreglos de SNPs, con
los que se identifican alelos mutados. Otra alternativa es mediante MLPA (amplificacion de sondas
dependiente de ligandos miltiples), donde para amplificar una secuencia de DNA especifica, se requiere

la unién de dos sondas que son ligadas por una DNA ligasa. Finalmente, la reaccién en cadena de la

24



polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR), fundamentada en la sintesis de un DNA complementario
(cDNA) a partir de un RNA mensajero maduro y su posterior amplificacién, es otra metodologia

ampliamente utilizada para el fin mencionado.

1.5 Planteamiento del problema

Dada la heterogeneidad del subgrupo Ph-like, el diagndstico diferencial de estos casos resulta
esencialmente una tarea compleja. Sin embargo, por el tipo de alteraciones que presentan estos
pacientes, el perfil de expresién génica y la busqueda de rearreglos en genes de cinasas, representan
alternativas viables para detectarlos. Por tanto, en este trabajo se evaluara si una firma de expresion
construida a partir de seis genes y la deteccion del rearreglo P2RY8-CRLF2, permiten identificar pacientes

de este subgrupo en la poblacion pediatrica mexicana con LLA.

1.6 Justificacidn

En los pacientes con LLA pre-B las alteraciones genéticas y cromosdmicas que se diagnostican
rutinariamente, asi como los factores clinicos que contribuyen a definir el prondstico, no son suficientes
para estratificar a la totalidad de los casos. Existen pacientes que recaen, los cuales pueden pertenecer a
subgrupos no caracterizados o en los que aun no se han desarrollado alternativas de diagndstico. Es este
el caso del subtipo Ph-like. La heterogeneidad de alteraciones que presentan estos pacientes es el
principal elemento que obstaculiza su deteccién. Es una prioridad implementar una estrategia de
diagndstico que sea factible realizar en la mayoria de los laboratorios que atienden estos pacientes. Por
otro lado, con base en los hallazgos referidos, el subtipo Ph-like podria tener una alta frecuencia en la

poblacién mexicana.
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1.7 Objetivo General
Identificar pacientes pediatricos con LLA pre-B candidatos a pertenecer al subtipo Ph-like a través de una

firma de expresidon génica y por la presencia de la delecion P2RY8-CRLF2.

1.8 Objetivos Particulares
e Determinar si la firma de expresidn propuesta, permite identificar a pacientes candidatos a
pertenecer al subtipo de estudio.
e Determinar si la presencia del rearreglo P2RY8-CRLF2 se asocia con la sobre-expresion del gen
CRLF2.
e Conocer la frecuencia del rearreglo P2RY8-CRLF2 en la poblacién de estudio.

e Conocer las caracteristicas clinicas y de laboratorio de los pacientes candidatos Ph-like.

1.9 Hipotesis
Debido a que el estudio es descriptivo se pueden formular varias hipdtesis. Se menciona una de ellas.
La firma de expresiéon génica propuesta y la deteccion del rearreglo P2RY8-CRLF2, contribuirdn a

identificar candidatos a pertenecer al subtipo Ph-like de la LLA pre-B.
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2. Material y Métodos

2.1 Poblacion de estudio

Se recolectaron aspirados de médula dsea de pacientes pediatricos con LLA pre-B con los siguientes
criterios de inclusién: muestras al diagndstico o en recaida de pacientes entre 0-18 afios de edad,
atendidos en el Instituto Nacional de Pediatria (INP) o el Hospital Infantil de México Federico Gémez
(HIMFG), reclutados en el periodo comprendido de septiembre de 2015 a octubre de 2016. Para
integrarse al estudio, se solicitd la aceptacion de cada paciente o tutor de los participantes, mediante la
firma de una carta de consentimiento/asentimiento informado.

Se excluyeron los pacientes con las fusiones génicas recurrentes, ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, BCR-ABL1, en
las que participa el gen KMT2A, o con diagndstico de LLA-T, o en los que posteriormente se confirmé un

diagndstico diferente a LLA, ademas de las muestras en donde no se obtuvo material para andlisis.

2.2 Estrategia del estudio

Para tamizar las muestras e identificar candidatos del subgrupo Ph-like, en el Laboratorio de Genética y
Cancer del Instituto Nacional de Pediatria (INP), se aplicaron diversas metodologias basadas en la
deteccién de algunas de las alteraciones mads frecuentes en este subtipo genético. En la Figura 8 se
muestran los biomarcadores y las metodologias utilizadas, y se distinguen en color azul las que se

abordaron en esta tesis.

Identificacion de pacientes Ph-like

Andlisis funcional (alteraciones en cinasas) Andlisis genético
I | I I
R, - Analisis de
-, Activaciénde la 5 . .
Expresionde via Ac:;v\z:gc;r;de expresionde 6 Rearreglos de Delecionesen
CRLF2 JAK2-STATS ABL genes rgcurrenFes CRLF2 IKZF1
en perfiles Ph-like
CRLF2, TSPAN?7, /\
SEMAG6A, PON2, P2RY8-CRLF2 IGH®@-CRLF2
1GJ, BMPR1B
Citometriade flujo qRT-PCR RT-PCR FISH RT-PCR

Figura 8. Biomarcadores y estrategia de analisis para identificar pacientes LLA pre-B del subtipo Ph-like.
En sombreado se indican los genes y alteraciones evaluadas en este trabajo.
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2.3 Aislamiento de linfoblastos

Los aspirados de médula ésea forman parte del material bioldgico recolectado para los estudios de
diagndstico de los pacientes; estas muestras fueron anticoaguladas en un tubo Vacutainer EDTAK, (BD,
Franklin Lakes NJ, USA) o heparina de sodio.

Para obtener células mononucleadas (linfoblastos), se utilizé un protocolo de separacién por gradiente
de densidad con Lymphoprep (Axis-Shield PoC AS, Oslo, Norway) (ver Anexo 1).

Para cuantificar y medir la viabilidad de las células se utilizd un hemocitémetro y tinciéon de azul tripano
(Gibco). Se separd una fraccidn de entre 1x10° y 5x10° células, misma que fue resuspendida en buffer de
lisis RLT (QIAGEN, Hilden, Germany). Las muestras se almacenaron en crioviales y se congelaron en

nitrégeno liquido hasta su procesamiento.

2.4 Extracciéon de RNA

Para la extraccidn de acido ribonucleico (RNA) se utilizé el kit RNeasy Mini (QIAGEN, Hilden, Germany)
siguiendo las instrucciones del fabricante (ver Anexo 2); el material extraido se eluyé en 40 uL de agua
libre de RNasas. La concentracidon de RNA total se cuantificé con un espectrofotémetro Epoch (BioTek) a
una absorbancia de 260 nm; la calidad del material se valor6 mediante la relacién de absorbancias
260/280 nm y se considerd adecuada al encontrarse en un rango entre 1.8 y 2. También se verifico la
integridad del RNA extraido mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con GelRed

(Biotium).

2.5 Sintesis del cDNA

La sintesis del DNA complementario (cDNA) consistié en dos reacciones consecutivas. La reaccion 1, de
desnaturalizacion y alineamiento, se llevo a cabo con 1 ug de RNA (exceptuando las muestras en que se
obtuvo una cantidad menor), mas 0.5 uL de Random Primers 100 mM y agua libre de RNasas, para
obtener un volumen final de 20 uL. Para la reaccion 2 de transcripcion reversa, se agrego al tubo con el
contenido de la reaccion 1 previamente incubado, 1 pL de enzima M-MLV RT (Invitrogen, Carlsbad, USA),
mas 6 uL de buffer 5X (Tris-HCl 250 mM (pH 8.3), KCI 375 mM, MgCl, 15 mM), 2 uL de ditiotreitol DTT
0.1 My 0.5 uL de dinucledtidos (dNTP's) 10 mM. Estas reacciones se llevaron a cabo en un termociclador
Mastercycler (Eppendorf Nexus Gradient) con las condiciones de reaccidn que se muestran en el Cuadro

4.
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Cuadro 4. Condiciones de reaccidn para sintesis de cDNA

Reaccion 1 Reaccion 2
Desnaturalizacion y alineamiento Transcripcidn reversa
Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo
72°C 3 min. 37°C 60 min.
Hasta agregar

Pase directo a 4°C 94 °C 6 min.

reaccion 2

2.5.1 Verificacion de sintesis del cDNA

Para verificar la sintesis del cDNA se amplificé el gen GAPDH mediante PCR punto final. Por cada tubo de
reaccion se utilizaron 0.2 puL de DNA Taq Polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, USA), 2.5 pL de buffer 10X
(HCI Tris 200mM (pH 8.4), KCI 500mM), 1.5 puL de MgCl, 50mM, 0.5 pL de dNTP's, 0.5 pL de
oligonucledtido para la secuencia sentido (5° - ATCCCATCACCATCTTCCAG - 37), 0.5 pL de oligonucleétido
para la secuencia antisentido (5'- TGTGGTCATGAGTCCTTCCA - 3°), 17.3 pL de agua grado PCRy 2 uL de
cDNA para un volumen final de 25 ulL. Las condiciones de reaccidon se muestran en el Cuadro 5. El
producto de amplificacién de 317 pb se confirmd con electroforesis en gel de agarosa al 2% teiiido con

GelRed (Biotium).

Cuadro 5. Condiciones de reaccién para amplificar GAPDH.

Reaccidén Temperatura Tiempo
1 ciclo Desnaturalizacidn 94 °C 5 min.
Desnaturalizacién 94 °C 30 seg.
40 ciclos Alineamiento 62 °C 30 seg.
Extension 72°C 1 min.
1 ciclo Extension final 72°C 5 min.

2.6 Cuantificacion relativa de transcritos por PCR Tiempo Real

Para determinar el nivel de expresién de los genes CRLF2, TSPAN7, SEMAG6A, IGJ, PON2 y BMPR1B en
cada muestra, se llevd a cabo su cuantificacién relativa mediante qRT-PCR con un LightCycler 2.0
Instrument (Roche Applied Science). Para la amplificacidn se eligié una sonda de DNA tipo TagMan y el
juego de oligonucledtidos especificos de cada gen; estos se obtuvieron de la Universal Probe Library
System (Roche Applied Science) al ingresar las secuencias disponibles en el Centro Nacional para la

Informacién Biotecnoldgica (NCBI). De esta manera se obtuvo lo siguiente:
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e CRLF2
Homo sapiens cytokine receptor-like factor (CRLF2), variante transcripcional 1, mRNA, NM_022148.2:
Sonda: #53 (no. cat. 04688503001)

Cuadro 6. Juego de oligonucleétidos para CRLF2.

Oligonucledtidos Longitud (nt) Posicion Secuencia Amplicon (nt)
lzquierdo 19 617 - 635 agcgactggtcagaggtga
95
Derecho 21 691-711 aatttggacagctttggtttg
e TSPAN7

Homo sapiens tetraspanin 7 (TSPAN7), mRNA, NM_004615.3:
Sonda: #18 (no. cat. 04686918001)

Cuadro 7. Juego de oligonucledtidos para TSPAN7.

Oligonucleétidos Longitud (nt) Posicion Secuencia Amplicon (nt)
lzquierdo 23 129-151 catctactccttcgtcttctgga
70
Derecho 21 178 - 198 agtaagtttgccccagactec
e SEMAGA

Homo sapiens SEMAG6A-001 sema domain, transmembrane domain (TM), and cytoplasmic domain,
(semaphorin) 6A, ENSTO0000343348.6| ENSG00000092421.12:
Sonda: #88 (no. cat. 04689135001)

Cuadro 8. Juego de oligonucleétidos para SEMAGA.

Oligonucleétidos Longitud (nt) Posicion Secuencia Amplicon (nt)
lzquierdo 20 1845 - 1864 tggacaccagttcctgatga
92
Derecho 23 1914 - 1936 tcattggaggttgcatatctttc
e PON2

Homo sapiens PON2-001 paraoxonase 2, ENST00000433091.2 | ENSG00000105854.7:
Sonda: #21 (no. cat. 04686942001)

Cuadro 9. Juego de oligonucleétidos para PON2.

Oligonucleétidos Longitud (nt) Posicion Secuencia Amplicon (nt)
lzquierdo 20 364 - 383 tccacactgccacctgatta
73
Derecho 21 416 - 436 agccagaccattgggaagtat
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o IGJ
Homo sapiens immunoglobulin J polypeptide, linker protein for immunoglobulin alpha and mu
polypeptides (/GJ), NM_144646.3:
Sonda: #6 (no. cat. 04685032001)

Cuadro 10. Juego de Oligonucleétidos para IGJ.

Oligonucledtidos Longitud (nt) Posicion Secuencia Amplicon (nt)
lzquierdo 23 306 - 328 tgtggagagaaacatccgaatta
71
Derecho 20 357-376 atggtgaggtgggatcagag
e BMPR1B

Homo sapiens bone morphogenetic protein receptor, type IB (BMPR1B), NM_001203.2:
Sonda: #21 (no. cat. 04686942001)

Cuadro 11. Juego de oligonucleétidos para BMPR1B.

Amplicon (nt)

Oligonucleétidos Longitud (nt) Posicidn Secuencia
lzquierdo 23 142 - 164 tttcatgccttgtigataaaggt
Derecho 26 211-236 gcttgtttaactttttgtttcctctc >
e GUS-8
Homo sapiens glucuronidase, beta (GUSB), NM_000181.3:
Sonda: #57 (no. cat. 04688546001)
Cuadro 12. Juego de oligonucleétidos para GUS-6.
Oligonucleétidos Longitud (nt) Posicion Secuencia Amplicon (nt)
lzquierdo 20 1017 - 1036 cgccctgcectatctgtattc
Derecho 20 1088 - 1107 tccccacagggagtgtgtag o

La cuantificacion relativa de cada transcrito se calculd6 mediante el método AACt (ver Anexo 3),
normalizando los valores con el gen GUS-8 como control endégeno. Para cinco de los genes se utilizd
cDNA de una muestra de médula dsea normal como calibrador; debido a que el gen BMPR1B no se
expresa en médula ésea sana el transcrito no fue detectable, se seleccioné cDNA de una muestra de LLA
para la calibracion de este gen. El analisis de expresidn se realizé por duplicado con un control negativo

de reaccién y bajo las condiciones mostradas en el Cuadro 13.
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Cuadro 13. Condiciones de reaccidn para ensayo de PCR Tiempo Real.

Reacciéon Temperatura Tiempo

1 ciclo Precalentamiento 90 °C 10 min.
Desnaturalizacidn 90 °C 10 seg.

45 ciclos Alineamiento 60 °C 30 seg.
Extension 72°C 5 seg.

1 ciclo Enfriamiento 4°C 30 seg.

Nota: Durante la fase de alineamiento de cada uno de los 45 ciclos de amplificacidén se tomd lectura de la

fluorescencia emitida por la sonda génica.

2.7 Deteccidon del rearreglo P2RY8-CRLF2

Para determinar la presencia de la delecién P2RY8-CRLF2, se realizd una PCR punto final que amplifica un
fragmento del transcrito de este rearreglo. Por cada reaccion de amplificacion se utilizaron 0.1 plL de Taq
platinum (Invitrogen, Carlsbad, USA), 2.5 uL de buffer 10X, 0.75 uL de MgCl, 50mM, 0.5 pL de dNTP's
10mM, 0.5 pL de oligonucleétido Forward 10mM, 0.5 L de oligonucledtido Reverse 10mM, 18.15 ul de
agua grado PCR y 2 uL de cDNA, para obtener un volumen final de 25 puL. Los oligonucledtidos utilizados
en esta reaccién flanquean el punto de fusién de este rearreglo génico y fueron disefiados para el primer
exén de P2RY8 (5 -GGACAGATGGAACTGGAAGG-3) y el tercer exén de CRLF2 (5'-
GTCCCATTCCTGATGGAGAA-3") (Palmi et al, 2012). En el Cuadro 14 se muestran las condiciones de la
reaccidon. Como control positivo se utilizé una dilucién 1:10000 del producto de amplificaciéon de una
muestra positiva a dicho rearreglo (donada por el Dr. Charles Mullighan del St. Jude Children’s Research
Hospital). El amplicon de =511 pb se verificé mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con

GelRed (Biotium) (Figura 9).

Cuadro 14. Condiciones de reaccion para amplificar la fusion P2RY8-CRLF2.

Reaccidn Temperatura Tiempo
1 ciclo Precalentamiento 94 °C 2 min.
Desnaturalizaciéon 94 °C 30 seg.
40 ciclos Alineamiento 63 °C 30 seg.
Extensidn 72°C 1 min.
1 ciclo Extension final 72°C 10 min.
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Figura 9. Rearreglo P2RY8-CRLF2. En el carril 1 del gel de electroforesis se muestra el marcador de peso
molecular de 100 pb; la muestra del carril 2 es negativa; en el carril 3 y 4 se presentan muestras de 2
pacientes positivos al rearreglo P2RY8-CRLF2. En los carriles 5 y 6 se muestran los controles positivo y
negativo respectivamente. El tamafio del producto esperado =511 pb. Las condiciones de corrida: Voltaje
=80V, Tiempo =40 min.

2.8 Analisis de resultados

Los valores de corte para establecer la sobre-expresion de cada gen se obtuvieron a partir de la mediana.
Para fines comparativos se obtuvieron los niveles de expresién de cada gen del perfil en pacientes
positivos a la fusion BCR-ABL1.

Para seleccionar candidatos a pertenecer al subgrupo Ph-like se estableciéd que debian cumplir con al
menos uno de los siguientes criterios referidos en la literatura:

1) Sobre-expresar entre 5-6 genes (80-100%) del perfil de expresidn génico (Roberts et al, 2017).

2) Presentar sobre-expresion de CRLF2 (se-CRLF2) (Harvey et al., 2010a; Roberts et al. 2014).

3) Presentar el rearreglo P2RY8-CRLF2 (Harvey et al., 2010b).

2.9 Caracteristicas clinicas y de laboratorio

A partir de una base de datos construida con la informacidn clinica y paraclinica de los expedientes de los
pacientes, se obtuvieron las siguientes caracteristicas: edad, género, fecha de diagndstico, cuenta de
leucocitos al momento del diagnéstico, inmunofenotipo, y resultado del estudio de las translocaciones

cromosomicas recurrentes. Se obtuvieron las frecuencias para cada caracteristica.
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3. Resultados
3.1 Pacientes candidatos a pertenecer al subgrupo Ph-like por su perfil de expresion
En este trabajo se obtuvo el perfil de expresidn génica de 50 pacientes pediatricos con LLA pre-B sin las

AAcT se muestran en el Anexo

alteraciones genéticas mas frecuentes (otros B); los valores de expresion 2°
4a. Para buscar candidatos Ph-like con un perfil de expresién similar al de los casos BCR-ABL1 positivos,
se utilizaron como referencia los niveles de expresion de un grupo de cinco pacientes con esta
translocacion (Figura 10, Anexo 4b). Para definir el estado de sobre-expresién de los seis genes
evaluados se utilizé a la mediana como valor de corte y el cual también fue aplicado al grupo de
pacientes Ph+, los cuales mostraron niveles de expresiéon que se agruparon de forma cercana a la
mediana o por encima de ésta. En este estudio se consideraron como candidatos Ph-like a los pacientes
gue sobre-expresaron 5-6 genes de la firma propuesta (PEG+). Con base en esto, nueve de 50 pacientes
(18%) son candidatos Ph-like, tres de ellos por sobre-expresar todos los genes del perfil y seis casos por
sobre-expresar 5 genes (cuadro 15). Los nueve pacientes mostraron se-CRLF2, y tres de ellos presentaron

el rearreglo P2RY8-CRLF2 (Cuadro 16; Anexo 5), uno de los cuales se diagnosticd con sindrome de Down

(paciente LLA046; Anexo 5).
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Figura 10. Niveles de expresidn relativa. Se muestran los niveles de expresiéon normalizados de los genes
del perfil Ph-like evaluado para 50 pacientes “otros-B” y 5 pacientes BCR-ABL1 positivos. Con una linea
roja se indica el valor de la mediana. * Indica mediana =0
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Cuadro 15. Niveles de expresidon normalizados de los 50 pacientes LLA pre-B analizados. Nueve pacientes
son positivos al perfil evaluado (PEG+), 41 son negativos (PEG-). En rojo se indican los niveles de

expresion con valor mayor o igual a la mediana; en verde los niveles menores a la mediana.

NIVEL DE EXPRESION
PACIENTE

CRLF2 TSPAN7 SEMAG6A PON2
LLA113
LLAO58
LLAO62
LLAOOS
PEG+ LLAO46
LLAO34
LLAO39
LLAO51
LLAO68

LLA106
LLAO54
LLA092
LLAO40
LLAO33
LLAO90
LLA105
LLAO10
LLAO31
LLAOO3
LLAOO6
LLA117
LLAO36
LLA114
LLAO72
LLAO64
LLAO57
LLAOO2
LLAO20
LLAO17
PEG- LLAOO1
LLAOS3
LLAO66
LLAO28
LLAO35
LLAO69
LLAO73
LLAO13
LLAO79
LLAO44
LLAO27
LLAO47
LLAO30
LLAO49
LLAOO7
LLAO55
LLAO18
LLAO89
LLAOO9
LLAO12
LLA118
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3.2 Frecuencia de las alteraciones de CRLF2
En este estudio 25 (50%) de los 50 pacientes analizados presentaron se-CRLF2, y 17 (35%) de 48
pacientes con material disponible fueron positivos al rearreglo P2RY8-CRLF2 (Figura 11). En 10 de los 25

casos con se-CRLF2 (40%) se encontro el rearreglo.

(40%)

Figura 11. Alteraciones de CRLF2 en la cohorte “Otros- B” estudiada. La se-CRLF2 afecta a la mitad de los
pacientes evaluados mientras que el rearreglo P2RY8-CRLF2 se detecto en siete casos sin se-CRLF2.

3.3 Pacientes candidatos a pertenecer al subgrupo Ph-like por la sobre-expresion de
CRLF2 y el rearreglo P2RY8-CRLF2

La se-CRLF2 es la alteracién mas frecuente del subgrupo Ph-like, por ello los pacientes que muestran
Unicamente esta caracteristica se consideran candidatos a pertenecer al subgrupo. Debido a que el
rearreglo P2RY8-CRLF2 es una de las principales causas de la se-CRLF2, los pacientes positivos a esta
alteracién también se consideran parte del subgrupo en estudio. De acuerdo con esto se seleccionaron
23 candidatos que sin cumplir con el perfil de expresidon (PEG-) muestran las siguientes caracteristicas:
siete casos presentan se-CRLF2 y tienen la delecidn P2RY8-CRLF2; nueve casos con se-CRLF2 pero sin el
rearreglo P2RY8-CRLF2 y siete casos con la delecion P2RY8-CRLF2 sin se-CRLF2 (Cuadro 16; Anexo 5).

Con base en los tres criterios de seleccidn se identificaron 32 candidatos a pertenecer al subtipo Ph-like,
lo que representa el 64% de la poblacién estudiada (Cuadro 16). Entre estos, nueve pacientes (28%)
fueron identificados por perfil de expresidén, mientras que 23 (72%) fueron detectados por alteraciones

en CRLF2.
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Cuadro 16. Caracteristicas de los 32 pacientes LLA pre-B candidatos a pertenecer al subtipo Ph-like.

Perfil de Alteraciones en cinasas No: de
expresion cRLF2 P2RY8-CRLF2 candidatos
sobre-expresado (32/50)
+ + + 3
+ + _ 6
. + N .
- + ) 9
- ) N .

Simbologia: + = positivo; - = negativo

3.4 Caracteristicas clinicas y de laboratorio de los candidatos a pertenecer al subgrupo
Ph-like

Las caracteristicas clinicas de los pacientes en el momento del diagndstico, permiten que sean
clasificados con riesgo estandar o alto riesgo a recaer. Con base en la informacién clinica y paraclinica
comunmente utilizada para llevar a cabo la estratificacién de estos pacientes, se obtuvo lo siguiente: De
los 32 candidatos Ph-like, 17 casos estuvieron en un rango de edad de 1 a <10 afios, mientras que los
otros 15 fueron diagnosticados entre 10-18 afios de edad. Ningun caso fue menor a 1 afio. En cuanto a la
cuenta de leucocitos, 10 candidatos tuvieron una cuenta 250000 cel./uL y en los 22 pacientes restantes
fue <50000 cel./uL. Dieciocho pacientes fueron del género femenino y 14 del masculino (Figura 11).
Finalmente entre los 17 casos que presentan el rearreglo P2RY8-CRLF2, 12 (70%) fueron menores a 10
afios de edad. Los resultados y caracteristicas clinicas correspondientes a toda la cohorte (53 pacientes)

se muestran en el anexo 4.

Edad Género leucocitos/ul

m<1 la<10 10a18 m mf m<50000 >50000

47%
53%

Figura 11. Caracteristicas clinicas de los 32 pacientes candidatos a pertenecer al subgrupo
Ph-like. f = femenino; m = masculino.
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4. Discusion

El 70% de los pacientes con LLA pre-B pertenecen a algun subtipo molecular definido por una alteracién
genética caracteristica, lo que permite el empleo de metodologias simplificadas para su deteccién en el
momento del diagndstico (Ghazavi et al., 2015). En contraste, la heterogeneidad genética del subtipo Ph-
like dificulta la identificacion de estos pacientes. En algunos centros de salud de Norteamérica y Europa
que atienden nifios con cancer, se han incorporado metodologias gendmicas (ej. secuenciacién de
exoma, microarreglos) como parte de los andlisis clinicos de rutina para el diagnéstico de los casos Ph-
like (Tran et al., 2016), sin embargo, su aplicacidn representa un gasto alto. Particularmente en México,
aunque el cancer es la segunda causa de mortalidad de nifios y adolescentes, ninguna entidad de
servicios de salud ha desarrollado o implementado métodos de diagndstico para el subgrupo de alto
riesgo Ph-like, aun cuando las mas recientes referencias sefialan una creciente incidencia de leucemia en
edad pediatrica en nuestro pais (Rivera-Luna et al., 2014) y con la sospecha de que en poblacién latina
este subtipo puede ser frecuente (Harvey et al. 2010).

Diversos grupos de investigacion ya estan abordando alternativas metodoldgicas para la deteccidn de los
casos Ph-like (Tran et al., 2016; Herold y Gokbuget., 2017). En esta investigacidén se evalud una seleccion
de biomarcadores que pueden conformar herramientas sélidas y simplificadas para identificar

candidatos a pertenecer a este subgrupo.

4.1 Candidatos Ph-like por su perfil de expresién

Al analizar las muestras de 50 pacientes con LLA pre-B sin las alteraciones genéticas mas frecuentes se
encontré que nueve de ellos cumplen con mas del 80% del perfil evaluado, es decir, sobre-expresaron
entre cinco y seis de los genes propuestos para identificar al subtipo Ph-like. Estos casos (PEG+) son
candidatos a pertenecer al subtipo Ph-like ya que el perfil de expresidn se construyd con genes que han
permitido identificar a este subgrupo en otras poblaciones (Den Boer et al., 2009; Harvey et al., 2010 y
2013). Se ha demostrado que con el perfil de la poblacion de Norteamérica no es posible detectar a
todos los casos Europeos y viceversa, por lo que no existe un perfil de expresidn universal que permita
identificar a la totalidad de casos afectados (Boer et al., 2015). Sin embargo, los genes compartidos entre
los distintos perfiles podrian representar aquellas lesiones que forman el comin denominador del
subtipo Ph-like entre diferentes cohortes de pacientes. Debido a que el perfil propuesto se fundamenta
en esta premisa, puede establecerse que los pacientes detectados son fuertes candidatos a pertenecer al
subgrupo. Cabe sefialar que aunque es la sobre-expresion lo que distingue a los genes que fueron

evaluados, son diversos los criterios que se han empleado para establecer valores de corte que definan
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este estado (Den Boer et al., 2009; Harvey et al., 2010; Palmi et al., 2012); el valor de la mediana elegido
en este trabajo concuerda con el utilizado por Harvey et al. (2010) para la caracterizacion del subtipo.
Adicionalmente, Ross y colaboradores (2003) reportaron que los genes PON2, SEMAG6A, IGJ y BMPR1B
presentan incremento de transcritos en los casos Ph+. El hecho de que la mayoria de los pacientes Ph+
evaluados hayan mostrado niveles de expresién de estos genes cercanos o por encima de la mediana,
permite dar soporte a este valor como punto de corte.

Es importante mencionar que los clasificadores génicos que se han desarrollado para la deteccidn del
subtipo Ph-like estdn conformados de un minimo de 15 genes (Harvey et al., 2013), lo que da como
resultado que su sensibilidad para detectar a los casos afectados se incremente, ya que permite que se
presenten hasta siete genes sin sobre-expresién (Jain et al., 2017) para diferenciar a los casos del subtipo
de estudio. En esta investigacion fueron seis los genes evaluados, lo cual se considera una limitante, ya
gue podria haber pacientes que no se detecten con este perfil.

Los perfiles de expresién Ph+ estan altamente asociados a la activacion de tirosina-cinasas ya que
identifican pacientes con el rearreglo BCR-ABL1; sin embargo, en el caso de los perfiles Ph-like
Unicamente se infiere la hiper-activacion de cinasas o sus receptores, pues éste generalmente no da
informacion directa sobre las enzimas o moléculas implicadas en las vias de sefalizacidon. Hasta el
momento se conoce que existe una excepcion, que es el gen CRLF2. Este gen, que muestra algun tipo de
alteraciéon en la mayor proporcion de los pacientes caracterizados genémicamente, es el Unico receptor
acoplado a una cinasa que ha sido reportado dentro del grupo de genes que distinguen a los perfiles Ph-
like, particularmente en los clasificadores desarrollados por Harvey et al. (2010; 2013). Con base en esto,
los candidatos seleccionados con el perfil propuesto estdn sujetos a uno de los dos escenarios siguientes:
a) cuando sobre-expresen a CRLF2 como parte de los cinco o seis genes del perfil, y b) cuando en los
candidatos CRLF2 no esté sobre-expresado, pero si los cinco genes restantes. Para los pacientes en el
primer escenario, que es el caso de los nueve pacientes detectados en el grupo de estudio, se conoce
gue la lesién en cinasas que presentan es la del co-receptor CRLF2 que activa cinasas de la familia JAK.
Por otro lado, para los candidatos que se apeguen al segundo escenario son desconocidas las cinasas
desreguladas, por lo que tendrian que ser sometidos a estudios que permitan identificar sus alteraciones,
por ejemplo en las vias de ABL o Ras (Roberts et al., 2014). Se ha observado hasta el momento que las
alteraciones en cinasas o receptores de citocinas que pueden presentarse en el subtipo Ph-like parecen
ser excluyentes entre si, lo que ha permitido definir subgrupos dentro del propio subtipo (Roberts et al.,
2014) (figura 5). Hay que destacar que a pesar de su alta relevancia, la mayor parte de los genes de

cinasas que estan alterados no han sido integrados como parte del perfil de expresion Ph-like, porque las
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lesiones que presentan no llevan a su sobre-expresién, mas bien conllevan a que la actividad enzimatica

no pueda ser regulada.

4.2 Candidatos Ph-like por alteraciones que afectan la via JAK-STAT

Se refiere que parte importante de la estrategia a seguir para la deteccidn de pacientes del subtipo Ph-
like ha consistido en encontrar su perfil de expresién caracteristico. La etapa posterior en la que se
indaga cudles son las cinasas alteradas, se realiza con el objetivo de poder utilizarlas como blancos
terapéuticos y no necesariamente para el diagndstico (Tran et al., 2016). Roberts et al. (2014)
encontraron que las lesiones en genes de las cinasas mas frecuentes del subtipo engloban a mas del 60%
de los casos y se dan especificamente en CRLF2, JAK2, ABL1 y ABL2 (Figura 5). Por tanto, una nueva
alternativa para identificar directamente a estos pacientes puede ser mediante la deteccion de estas
alteraciones que afectan la via JAK-STAT o de ABL. Con base en esto, se determind que los nueve casos
qgue muestran se-CRLF2 y los 14 con la delecién P2RY8-CRLF2 (con o sin se-CRLF2) son candidatos a
pertenecer al subtipo Ph-like, ya que aunque no cumplen con el perfil de expresién (PEG-), presentan
estas lesiones que son caracteristicas del subtipo en estudio.

En particular, el 40% de los casos con se-CRLF2 tiene el rearreglo P2RY8-CRLF2, lo que significa que en el
60% restante el incremento de transcritos se explicaria a través de otras alteraciones, como la
translocacion IGH@-CRLF2 o mutaciones en CRLF2. Recientemente Schmah et al. (2017) también
observaron alta expresién de este co-receptor en pacientes LLA pre-B hiperdiploides, es decir, con
ganancia de los cromosomas X/Y.

Por otro lado, aunque la presencia de la delecién P2RY8-CRLF2 da como resultado la sobre-expresion de
CRLF2, existen casos en los que este incremento no es detectable, tal como sucedid en siete de los
candidatos Ph-like (Cuadro 16). Esto puede atribuirse a que la delecién estd presente en una subclona
minoritaria y no en toda la poblacién de blastos leucémicos (Palmi et al., 2012).

El perfil de expresidn y las lesiones en CRLF2 analizadas se detectaron en el Unico paciente con sindrome
de Down que fue evaluado, lo que sugiere la posibilidad de que los casos con trisomia 21 puedan
desarrollar el genotipo Ph-like. En particular, aunque no hay consenso sobre el valor prondstico que
tiene CRLF2 desregulado en los pacientes LLA pre-B, resulta atractivo como una alternativa terapéutica
para los casos con trisomia 21, pues se ha observado que son mas propensos a los efectos adversos

generados por la quimioterapia convencional (Moorman, 2016). Por tanto, este grupo de pacientes
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4.3 Frecuencia de los candidatos Ph-like y sus alteraciones en poblacion LLA pre-B
mexicana

Es relevante mencionar que en el grupo de pacientes evaluado, la delecién P2RY8-CRLF2 tuvo una
frecuencia (35%) que es mayor a lo previamente referido para el grupo que incluye a todos los rearreglos
y mutaciones de CRLF2, es decir, 30% del subgrupo de los “otros B” (Moorman, 2016). Si los pacientes
con sobre-expresion de CRLF2 que no tienen esta delecién (60%) presentan el rearreglo IGH@-CRLF2 o la
mutacion p.Phe232Cys, las alteraciones en dicho gen podrian ser mucho mas frecuentes de lo que se ha
visto en otros estudios. Adicionalmente, se observd que la delecién P2RY8-CRLF2 fue mucho mas
frecuente en los pacientes menores de 10 afos de edad, lo que concuerda con la relacién edad-
dependiente que se ha referido, en donde el rearreglo P2RY8-CRLF2 se asocia a una menor edad,
mientras que IGH@-CRLF2 es mas comun en adolescentes y adultos jovenes (Hunger et al., 2015b;

Schmaéh et al., 2017).

Al considerar que los candidatos representan el 64% del grupo de los “otros B” evaluado y que ademads
todos muestran alteraciones en CRLF2, entonces el subtipo Ph-like podria tener una muy alta frecuencia
en los pacientes pediatricos con LLA pre-B mexicanos, esto con base en lo siguiente: 1) Ademas de las
alteraciones que convergen en la via JAK-STAT, existen anormalidades en las vias de ABL y Ras (Roberts
et al., 2014); 2) Al evaluar cohortes parcialmente compuestas de poblacion hispana y/o latina, la mayor
proporcién de casos Ph-like se ha reportado en pacientes con esta ancestria (Harvey et al., 2010a); 3) La
frecuencia de los casos Ph-like potenciales, obtenidos en esta cohorte rebasa el 50% referido por

diferentes estudios para el grupo de los “otros B” (Moorman, 2016).

4.4 El perfil de expresion génica y las alteraciones en CRLF2 como alternativas para el
diagndstico de pacientes Ph-like

El perfil de expresién Ph-like se convierte en una herramienta robusta para el diagndstico cuando
permite detectar el mayor nimero de casos “otros-B” con alteraciones en cinasas. Si bien en esta
investigacion se abordaron solo lesiones de CRLF2, mediante el perfil propuesto se detectaria sélo una
fraccion de los pacientes con alteraciones en este gen (28%). Por tanto, el perfil requiere mayor
sensibilidad para identificar a todos los casos. Sin embargo, esto no significa que los nueve pacientes
PEG+ dejen de ser fuertes candidatos a pertenecer al subgrupo Ph-like, ya que si sobre-expresan los
genes que distinguen al subtipo. Una alternativa para robustecer este perfil génico puede ser evaluando

la adicién de otros genes caracteristicos del subtipo, como GPR110 y MUC4 (Harvey et al., 2010 y 2013).
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Cabe sefialar que en los casos que no cumplen con el perfil (PEG-) pero que si muestran sobre-expresion
en algunos de los genes evaluados, podrian buscarse otras alteraciones caracteristicas del subtipo (ej.
hiper-actividad de la via ABL) a fin de determinar si pueden clasificarse como candidatos Ph-like.
Adicionalmente, en estos casos también puede existir hiperactivacion de la via JAK-STAT sin que CRLF2
esté implicado y por lesiones que afecten genes como EPOR, IL2RB o SH2B3; una alternativa para la
evaluacion de estas vias afectadas es a través de ensayos de fosforilacion in vitro (Roberts et al., 2014).
Hay que destacar la factibilidad de que el perfil de expresién Ph-like de la poblacidn mexicana afectada
sea sustancialmente distinto a las firmas descritas (Boer et al., 2015), de tal manera que para determinar
con exactitud cudles son los genes que distinguen al subgrupo tendrian que caracterizarse
gendmicamente casos Ph-like potenciales, como los que se detectaron en este trabajo. Sin embargo,
debe considerarse que los perfiles de expresién pueden variar, como se observd en las muestras Ph+
evaluadas (Anexo 4). Por tanto los casos PEG- que si presentan alguna de las alteraciones en CRLF2
buscadas no pueden descartarse como candidatos. Ademas, el hecho de que puedan existir pacientes
con lesiones en cinasas que no se apeguen al perfil, fortalece la hipdtesis de abordar el diagnéstico de los
casos Ph-like a través de las lesiones en cinasas que caracterizan al subtipo. Al respecto, los pacientes
con CRLF2 alterado, pero sin el perfil Ph-like se refieren como muy poco frecuentes (Jain et al., 2017),
aunque existen; para apoyar que son parte del grupo se sugiere buscar un biomarcador adicional y de
alta frecuencia en el subtipo, como son las deleciones en IKZF1 (Den Boer et al., 2009).

La heterogeneidad de lesiones que muestra el subtipo Ph-like es una llamada de atencién para abordar
el diagnostico de estos casos a través de varias estrategias. A partir de los resultados obtenidos puede
establecerse que los dos instrumentos de deteccidn analizados se complementan, pues cada uno puede
detectar diferentes candidatos Ph-like que cumplen con caracteristicas que definen a este subtipo.
Ademas, por la dificultad que podria representar encontrar un perfil de expresiéon mas robusto,
mediante la aplicacién de ambas herramientas se reduciria el nUmero de casos no clasificados en este
subgrupo y que si tienen el genotipo Ph-like. Asimismo, el diagndstico de los candidatos seleccionados
deberd confirmarse con un clasificador génico validado (como el de Harvey et al., 2010a; 2013) a fin de
dar soporte al modelo planteado. En la Figura 12 se muestra una estrategia de identificacién conformada
por las pruebas evaluadas. Si al incrementar la sensibilidad del perfil de expresidon propuesto se
identifican los mismos casos detectados a través de las alteraciones en CRLF2, podria elegirse una de las
dos herramientas para obtener candidatos Ph-like con las alteraciones en este gen. Cabe sefalar que la

ventaja del perfil génico seria la posibilidad de detectar casos con otro tipo de alteraciones en cinasas.
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Alternativamente el estatus de los candidatos podria reforzarse mediante la determinaciéon de

alteraciones en IKZF1.

I Identificacion de pacientes Ph-like I

Inicia Alternativa 1 I I Inicia Alternativa 2

PEG
(robusto)

seCRLF2 y/o
P2RY8-CRLF2

no si

Candidato Ph-like

Buscar otras
alteraciones
(clase ABL, JAK2,
EPOR, Ras)

no

si

Ph-like

Figura 12. Se muestra propuesta para deteccidn de casos Ph-like. Con la alternativa A se identificarian
candidatos a través del perfil de expresién génico. Con la alternativa B se obtienen candidatos mediante
las alteraciones en CRLF2.

4.5 Caracteristicas clinicas de los pacientes candidatos Ph-like

Los pacientes que desarrollan una LLA pre-B con genotipo Ph-like tienen un prondstico adverso (Ghazavi
et al., 2015). Sin embargo, de acuerdo a sus caracteristicas clinicas mas de la mitad de los candidatos
habrian sido estratificados como pacientes de buen prondstico, de forma que al menos 53% de los casos
se estratificarian asi por su edad (1 a <10 afios) y hasta un 69% por su cuenta leucocitaria (<50000
cel./uL); esto implica la asignacidn de una terapia de quimioterapia menos agresiva para ellos, hecho que
incrementa el riesgo de mostrar una mala respuesta a ésta. Por otro lado, el hallazgo de un amplio
porcentaje de pacientes entre 10 y 18 afios concuerda con la elevada frecuencia de casos afectados en
este rango de edad (Roberts et al., 2014). De esta manera se enfatiza la importancia de utilizar la

clasificacion genética para esclarecer de forma mds precisa el prondstico de los pacientes.
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4.6 Participacion de las alteraciones del subtipo Ph-like en el proceso de leucemogénesis
En el proceso de leucemogénesis no se conoce el papel de gran parte de los genes con sobre-expresion.
Sin embargo se ha observado que la naturaleza y frecuencia de las alteraciones es subtipo-dependiente
(Mullighan, 2012) y cooperan de forma aditiva para el establecimiento de la poblacién de blastos
leucémicos en la médula dsea (Inaba et al.,, 2013). De esta forma, las lesiones genéticas que despliegan
los pacientes Ph-like pueden explicar las ventajas que adquieren las células leucémicas para su desarrollo
y supervivencia. De esta forma, los genes que se ven sobre-expresados en el subtipo cobran importancia
mas alla de su uso para el diagndstico, al participar en el progreso de la enfermedad. En particular la
activacion constitutiva del factor de transcripcion STAT5 que se adquiere por la sobre-expresion de
CRLF2 promoveria una sintesis continua del factor inhibidor de la apoptosis Bcl-xL (Thomas et al., 2015),
y de otras proteinas como Pim-1 y la Ciclina D1 cuya actividad promueve la proliferacion celular
(Domanska et al., 2012). La sobre-expresién de PON2 también estaria favoreciendo la supervivencia
celular mediante la inactivacion de la via intrinseca de apoptosis al prevenir la acumulaciéon de
superodxido, evento que inicia la sefializacién para la liberacidon del citocromo C mitoconcrial. Se ha
reportado que los altos niveles de PON2 se correlacionan con la resistencia a muerte de células K562 de
leucemia mieloide tratadas con un inihibidor de ABL1 (Imatinib) (Witte et al., 2011). Alternativamente la
actividad de BMPR1B también podria inducir la expansion de linfoblastos tal como se ha descrito en
condrocitos (Lin et al., 2016). Por otro lado el incremento de TSPAN7 y SEMAGA puede favorecer la
adherencia de células leucémicas al estroma de la médula dsea, por su capacidad de regular procesos de
organizacion de la membrana celular (Prislei et al., 2008) y del citoesqueleto (Cheong et al., 2015). Se ha
sugerido que el evento de recaida puede originarse a partir de células leucémicas latentes que
sobreviven a la quimioterapia, por su adherencia a células del estroma de médula dsea (Schwartzman et
al., 2017). De esta manera, es importante profundizar en el estudio de estos genes, ya que
eventualmente podrian convertirse en blancos terapéuticos para el tratamiento de los casos afectados.

Finalmente, si se valida que los pacientes candidatos pertenecen al subtipo Ph-like, las metodologias que
fueron evaluadas podrian integrarse dentro de los protocolos de diagndstico para la deteccién de este
genotipo de alto riesgo, en tanto que su empleo permitiria contemplar la posibilidad de aplicar terapia
especifica con ITC como parte de los esquemas de tratamiento que se utilizan en las instituciones de

salud de nuestro pais.
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5. Perspectivas

Los pacientes que son positivos a todas las alteraciones estudiadas (tres casos) son fuertes candidatos a
pertenecer al subgrupo Ph-like, sin embargo su diagndstico, asi como el de todos los candidatos
detectados debera ser verificado a través de una herramienta que haya sido validada en estudios previos,
por ejemplo con el perfil de 15 genes de Harvey y cols. (2013).

En paralelo, entre los candidatos que muestran se-CRLF2 pero que no presentan la delecion P2RY8-CRLF2
(15 candidatos) se buscaria la causa que lleva al incremento de transcritos de CRLF2, por lo cual podria
buscarse el rearreglo IGH@-CRLF2 mediante hibridacidon in situ fluorecente (FISH). Esto permitird
caracterizar las lesiones genéticas que presentan estos pacientes, de tal forma que puedan utilizarse
posteriormente en la evaluacién de blancos terapéuticos. Cabe sefialar que esta determinacion deberia
realizarse aun cuando los estudios que ayuden a confirmar la clasificacion genética de estos pacientes,
establezcan que no forman parte del subgrupo Ph-like, por el propio significado bioldgico que tiene
CRLF2 sobre-expresado.

En los candidatos sin se-CRLF2, pero con la delecion P2RY8-CRLF2, la sospecha de la existencia de
subclonas con este rearreglo podria buscarse a través de FISH.

Finalmente podria incrementarse la sensibilidad del perfil de expresidn al evaluar otro grupo de genes
que distingan al subtipo Ph-like, con la expectativa de poder detectar con esta herramienta a los 23
pacientes que tienen alguna alteracién en CRLF2 y que no cumplieron con el perfil propuesto en este

trabajo.

46



6. Conclusiones
1) El perfil de expresidn propuesto permite detectar candidatos del subgrupo Ph-like.
2) Las alteraciones en CRLF2 se perfilan como las lesiones genéticas de mayor frecuencia en los
casos LLA pre-B de la poblaciéon mexicana estudiada.
3) Elsubgrupo Ph-like podria convertirse en el subtipo de alto riego de mayor frecuencia en nuestra
poblacién.

4) Las metodologias utilizadas se complementan en la deteccién de candidatos Ph-like.
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Anexo 1. Protocolo de aislamiento de células mononucleares

Para cada muestra se realizé el siguiente proceso, utilizando una campana de flujo laminar y condiciones
de esterilidad:

1) Se transfirio el aspirado de médula dsea (A.M.0.) a un tubo estéril de 15 mL.

2) Se agregd un volumen 1:1 de PBS estéril (Gibco) al A.M.O. y se homogeneizo.

3) Se separaron las células mononucleares por gradiente de densidad. A la muestra diluida se afiadié 1
volumen de Lymphoprep (Axis-Shield PoC AS, Oslo, Norway) (equivalente al volumen de A.M.O. inicial) a
temperatura ambiente, evitando mezclar o generar burbujas.

4) Posteriormente se centrifugd a 1500 r.p.m. por 30 minutos.

5) Con una pipeta Pasteur se tomd la capa de células mononucleares que quedd entre las fases y se
colocd en un nuevo tubo estéril de 15 mL. Para lavar las células se agregd PBS estéril (Gibco) hasta
obtener un volumen final de 10 mL.

6) Se centrifugd a 1500 r.p.m. por 10 min y se retird el sobrenadante.

7) Se hicieron 2 lavados adicionales con PBS estéril (Gibco).

8) Para cuantificar y medir viabilidad a las células, previo al ultimo lavado se tomaron 10 pL de la
suspension celular y se mezclaron con 10 plL de azul tripano (Gibco) en un tubo eppendorff de 0.6 mL.

9) Se colocaron 10 pL de la mezcla a cada lado de un hemocitémetro y se cuantificaron las células.

10) Se calculd el niumero total de mononucleares.

55



Anexo 2. Protocolo de extraccion de RNA

Para cada muestra se procedid como se enlista a continuacion:

1) Las células resuspendidas en buffer de lisis RLT (QIAGEN, Hilden, Germany) se homogeneizaron con
vortex .

2) Se agregé6 al lisado un volumen (1:1) de etanol al 70 %, y se mezcld por pipeteo.

3) Se transfirid un volumen de hasta 700 plL del lisado dentro de una columna RNeasy spin column
(QIAGEN, Hilden, Germany), la cual contiene una membrana para retener el RNA total; la columna se
colocé dentro de una camisa de colecta de 2 mL. Se centrifugd a 12000 r.p.m. por 15 seg. Se desecho¢ el
liguido colectado en la camisa. Este punto se repitié hasta agotar el volumen del lisado homogeneizado.
4) Se agregaron 700 pL de buffer RW1 (QIAGEN, Hilden, Germany) dentro de la columna y se centrifugd a
12000 r.p.m., por 15 seg. Se desechd el liquido colectado en la camisa.

5) Se agregaron 500 plL de buffer RPE (QIAGEN, Hilden, Germany) y se centrifugé a 12000 r.p.m., por 15
seg. Se desechd el liquido colectado.

6) Se agregaron 500 pL de buffer RPE. Se centrifugd a 12000 r.p.m. por 2 min, con el fin de eliminar todo
el liquido contenido en la membrana de la columna “RNeasy”.

7) Para eluir el RNA, la columna se transfirié a un tubo de colecta nuevo de 1.5ml. Se agregaron 40 uL de
agua libre de RNasas al centro de la membrana de la columna, y se centrifugd a 12000 r.p.m. durante 1
min.

8) La elucion de RNA se conservd en congelacidn hasta su uso posterior.
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Anexo 3. Método comparativo o método AACt de cuantificacidn relativa

1) Se obtienen los valores:

ACt (muestra) = Ct gen blanco — Ct gen referencia

ACt (calibrador) = Ct gen blanco — Ct gen referencia

2) Se obtiene el valor AACt:

AACt = ACt (muestra) — ACt (calibrador)

Donde AACt representa la diferencia entre el promedio del valor ACt de la muestra con respecto al
promedio ACt del calibrador.

3) Se calcula el valor de expresién normalizada para el gen blanco:

Expresidon normalizada = 2742
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Anexo 4a. Niveles de expresion relativa de la cohorte “Otros-B”

Valores de expresion 22" de la cohorte de 50 pacientes pediatricos con LLA pre-B evaluados. En rojo se

indican los niveles con valor mayor o igual a la mediana; en verde los niveles menores a la mediana.

PACIENTE

LLA113
LLAO58
LLAO62
LLAOO5
LLAO46
LLAO34
LLAO39
LLAO51
LLAO68
LLA106
LLAO54
LLAO92
LLAO40
LLAO33
LLAO90
LLA105
LLAO10
LLAO31
LLAOO3
LLAOO6
LLAO36
LLA114
LLAO72
LLAOG4
LLAO57
LLAOO2
LLAO20
LLAO17
LLAOO1
LLAO53
LLAO66
LLAO28
LLAO35
LLAO69
LLAO73
LLAO13
LLAO79
LLAO44
LLAO27
LLAO47
LLAO30
LLAO49
LLAOO7
LLAO55
LLAO18
LLAO89
LLAOO9
LLAO12
LLA118
MEDIANA

NIVEL DE EXPRESION

CRLF2 TSPAN7 SEMAG6A PON2 1GJ BMPR1B

657.11
52.71
18.77
1251.98
415.87
187119
30444 | 213497 | s40470 | 1751 | 20650 [ 0 |
7200 | 57603 | 6691305 | 1393 [ 5127 [ o |
99.04 | 29407 | 128718 | 1355 | 2493 | 0 |
13436 [ 27820 | soi46 | 3526 | 137 [ 0 |
17.39
68.12
235
EE 1698.45
071
-
1530.70 388.02
9345.14 12.64
4.46 2019.80 69.55 50.21

14.02 1902.15 27.86

22.16 501.46 659 | 1355 [ 0 |

97.68 803.41 207 | 882 [ o |

59.30 324.03 10.27

155.42 215.27
19.97 4.14
556.40 125.36
4.65
93 | 39618 [ 3156 | 736 | 2011 [ 0 |
3.58 87300 | o925 | 751 | o |

1034 | 18936 | 349230 | 250 | 2786 | 0 |

228 | 100293 | 406771 | 033 | 999 | 041 |

0.10

8988 | 106748 | 1093 | 18 [ 325 | 0 |

16.56

28209 | 99600 | 6534 | 535 | 361 [ 0 |
3027 | 4355 | 20938 | 423 | 15 | 0 |
1611 | 8803 | 126946 | 663 | 351 [ 0 |
122.79 20002 | 3885 | o061 | 0 |
5235 042 | 1916 | 250 | o |
120 13900 | 057 [ 1139 | o019 |
632 70918 | 104 | 3502 [ 0 |
1432 2068
0.26 60887 | 628 | 1739 | 0 |
1139 36455 | 659 | 2375 | 0 |

(=]
~

6.68

0.15 217
0.15 246 | 03 [ 558 [ 0 |
582 8214 | 623 | 18 [ 0o |
| o064 | 244 | 881 | 176 | o060 [ 0 |
| o | 759 | o | 49 | 88 [ 0 |
1557 9502 50146 700 1991 0
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Anexo 4b. Niveles de expresion de cinco pacientes con la translocacion BCR-ABL1 (Ph+)

Valores de expresion 22" de los cinco pacientes con LLA pre-B positivos a la translocacién BCR-ABL1
(Ph+). En rojo se indican los niveles con valor mayor o igual a la mediana obtenida en la cohorte de 52
pacientes “otros-B”; en verde se indican los niveles menores a la mediana.

NIVEL DE EXPRESION

MUESTRA

CRLF2 TSPAN7 SEMA6A  PON2 IG/  BMPR1B
ACESNNN 3676 | | 69941 | 147858 | 1155 | 13069 | 001 |
Ph+ 2 || 128718 | 172216 | 20225 | 30869 | 08 |

Ph+ 3 o[ 1615844 | 5665831 [ 2632 | 339689 | 8214 |
AOCONNN 002 || 6268 | 006 | 1354 [ 056 | 11731272 |
GCLIN 11 | o0 | 37122 | 673 | o015 | 0 |
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Anexo 5. Caracteristicas de los candidatos Ph-like

Caracteristicas de los 32 pacientes LLA pre-B candidatos a pertenecer al subtipo Ph-like.

Candidatos Ph-like (N=32)

PEG se-CRLF2 P2RY8-CRLF2
(N=9/32) (N=25/32) (N=17/32)
LLAO46 + + +
LLAO39
LLAO68
LLA113
LLAO58
LLAO62
LLAO51
LLAO34
LLAOOS
LLA106 =
LLAO54 -
LLAO36 o
LLA114 -
LLAO35 o
LLAO13 ©
LLAO44 -
LLAO92 -
LLAO10 -
LLAO72 -
LLAO64 -
LLAO57 -
LLAOO2 -
LLAO69 -
LLAO73 -
LLAO79 -
LLAO90 - -
LLAO31 - -
LLAO40 - -
LLAO28 - -
LLAO49 - -
LLAOS5 - -
LLAO18 - - +
Simbologia: PEG = Perfil de Expresidn Génica; se-CRLF2 = sobre-expresion
de CRLF2; + es positivo; - es negativo;

No.

+ + + + + + + +

+ + + F + A+ F A+ +
+ 4+ + + + + +

+ + + + + +




Anexo 6. Caracteristicas clinicas y de laboratorio de la cohorte “Otros-B” evaluada

Leucocitos/ml

Paciente Edad Género (al diagnéstico)
LLA113 12 M 153800
LLAO58 14 F 86500
LLAO62 10 F 3700
LLAOOS 16 M 155900
LLAO46 6 F 16200
LLAO34 11 F 3500
LLAO39 6 F 3400
LLAO51 13 M 9700
LLAO68 10 M 2000
LLA106 11 M 144000
LLAO54 9 F 9400
LLA092 11 M 200900
LLAO40 5 M 29000
LLAO33 4 F 26100
LLA090 4 F 600
LLA105 2 F 1200
LLAO10 15 F 160600
LLAO31 14 M 3100
LLAOO3 8 F 174600
LLAOO6 9 F 1100
LLA117 12 F 1600
LLAO36 2 M 1800
LLA114 4 F 2100
LLAO72 4 F 90800
LLAO64 7 F 5300
LLAO57 16 F 81600
LLA0O2 14 M 108000
LLA020 18* M 184000
LLAO17 4 F 2600
LLAOO1 3 F 56000
LLAOS53 2 F 11000
LLA066 6 M 2800
LLAO028 2 F 5130
LLAO35 6 M 3400
LLAO69 3 F 10800
LLAO73 SIN DATO SIN DATO SIN DATO
LLAO13 12 M 45000
LLAO79 SIN DATO SIN DATO SIN DATO
LLAO44 3 F 33000
LLAO027 8 F 73700
LLAO47 4 M 3100
LLAO30 7 M 2100
LLAO49 2 M 60000
LLAOO7 11 M 3600
LLAO55 14 F 40400
LLAO18 8 M 6000
LLAO89 13 F 5400
LLAOO9 13 F 3000
LLAO12 3 M 83600
LLA118 12 F 432200
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