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RESUMEN 

Introducción: La leucemia aguda linfoblástica (LAL) es el cáncer infantil más común a nivel 

mundial. Diversos estudios han reportado que nuestro país presenta algunas de las tasas de 

incidencia y de mortalidad más altas descritas a nivel mundial, además de que bajo los mismos 

criterios de clasificación de riesgo empleados en todo el mundo casi la mitad de los casos en 

México son considerados como grupos de alto riesgo (AR) a recaída y muerte, presentando el 

doble de casos en comparación con lo que se observa en países desarrollados. Además, una alta 

proporción de recaídas en niños mexicanos (17%) ocurren durante el primer año de tratamiento 

(recaída muy temprana) y la mitad de ellas aparecen en pacientes que fueron clasificados al 

diagnóstico como de buen pronóstico (bajo riesgo, BR). Por lo anterior, es urgente identificar 

potenciales biomarcadores que complementen la clasificación de riesgo, con la finalidad de 

identificar a aquellos pacientes con alto riesgo a recaída, incrementar su supervivencia y evitar 

principalmente las recaídas. 

Objetivo: Identificar genes diferencialmente expresados entre la leucemia aguda linfoblástica de 

bajo y de alto riesgo a recaída e identificar potenciales biomarcadores de recaída. 

Metodo: Se llevó acabo un estudio de caso-control anidado en una cohorte de pacientes. El 

análisis de transcriptoma se realizó mediante microarreglos de expresión Affymetrix (HTA 2.0). 

Se analizó el transcriptoma de 63 pacientes, de los cuales, 16 (casos) presentaron recaída muy 

temprana (primeros 18 meses de tratamiento) y 47 (controles) no presentaron recaída durante los 

18 meses  de seguimiento (a partir del diagnóstico y tratamiento). Se consideraron genes 

diferencialmente expresados (GDE) aquellos con un Fold-Change superior a 1.2 y un ANOVA p 

<0.01. Las comparaciones entre los grupos analizados (por clasificación de riesgo, recaída y 

cuenta leucocitaria) se realizaron con el software Transcriptome Analysis Console (TAC 

Affymetrix) y Morpheus (Broad Institute). Los análisis de vías y procesos biológicas 

relacionados se realizaron con el software Ingenuity Pathway Analysis (IPA) y la herramienta en 

línea GOrilla.  

Resultados: El análisis de agrupamiento jerárquico mostró la formación de dos clusters 

correspondientes a los grupo de riesgo (AR y BR), mientras que MUC4, ITGA5 y PBX3 son 

algunos ejemplos de los genes con mayor sobre-expresión en el grupo de alto riesgo. Algunos 

pacientes se agruparon en un grupo de riesgo distinto al originalmente asignado bajo criterios 
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clínicos. El perfil de expresión de los pacientes con hiperleucocitosis (>100 x 10
9
 /L) se 

caracterizó por la sobre-expresión de genes relacionados a los procesos biológicos de adhesión y 

señalización celular como ITGA4, SEMA6A, MUC4, NT5E, mismos que han sido previamente 

asociados a un pronóstico clínico desfavorable. Por otra parte, el análisis comparativo entre 

pacientes que presentaron recaída muy temprana mostraron que las vías biológicas más afectadas 

se relacionan con la diferenciación de linfocitos B (EBF1,  BLNK, BLK),  resistencia a la 

apoptosis (vía NFκB, p53) y al tratamiento quimioterapéutico (BLVRB, RASD1, MSH6). 

Asímismo, nuestro análisis de muestras de pacientes al momento de la recaída muy temprana 

mostró que los perfiles de expresión son similares al que se observa en su muestra 

correspondiente al momento del diagnóstico.  

Conclusiones: El análisis del transcriptoma es una herramienta útil para identificar perfiles de 

expresión asociados alto riesgo, hiperleucocitosis, recaída y mortalidad muy temprana. Algunos 

de los GDE (MUC4, ITGA5 y PBX3) en pacientes clasificados clínicamente como AR han sido 

previamente asociados con mal pronóstico en LAL y otras neoplasias. En los pacientes con 

recaída muy temprana, los genes significativamente alterados en su expresión fueron EBF1, 

BLNK, BLK, BLVRB, etc; siendo las vías de diferenciación linfoide, resistencia a apoptosis y 

quimiorresistencia, las más afectadas. Este proyecto representa el primer esfuerzo multi-

institucional en México encaminado a profundizar en el conocimiento de los perfiles de 

expresión del genoma en LAL infantil en nuestro país, con el fin de identificar potenciales 

biomarcadores de alto riesgo a recaída y mortalidad muy temprana en LAL infantil. 

 

Palabras clave: leucemia aguda linfoblástica, perfiles de expresión génica, recaída muy 

temprana, niños, biomarcadores. 
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ABSTRACT 

Introduction: Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common childhood cancer 

worldwide. It has been reported that Mexico has some of the highest incidence and mortality 

rates described elsewhere, even though the risk stratification of our patients is based on risk 

stratification criteria used in the rest of the world. Additionally, almost half of the ALL cases in 

Mexico are classified as high risk (HR) groups for relapse and death, twice as many as in 

developed countries. Very early relapse frequencies in Mexican children are also higher than the 

ones described in developed countries (13.4 vs. 4.5%), and half of them appear in patients 

classified as low or standard risk (LR, good prognosis) for relapse. Therefore, it is urgent to 

identify potential biomarkers that complement the risk classification, in order to identify those 

patients at high risk of relapse, increase their survival and prevent their relapse. 

Objective: To identify differentially expressed genes between high- and low-risk acute 

lymphoblastic leukemia and to identify potential biomarkers for high risk to relapse. 

Methodology: A case-control study was performed. Transcriptome analysis of 63 patients, of 

which 16 (cases) had VER (relapse ocurred during the first 18 months of treatment) and 47 

(controls) patients who did not relapsed during the 18 months following the ALL diagnosis. 

Analysis was carried out using Affymetrix gene expression microarrays (HTA 2.0). 

Differentially expressed genes (DEG) were considered those with a Fold-Change>1.2 and 

ANOVA p <0.01. Comparisons between groups (risk stratification, relapse and leukocyte counts) 

were performed using the Transcriptome Analysis Console (TAC Affymetrix) and Morpheus 

(Broad Institute) software. Pathway analysis and related biological processes were identified 

with Ingenuity Pathway Analysis software (IPA) and online tool GOrilla. 

Results: The hierarchical cluster analysis showed two clusters corresponding to HR and LR, 

MUC4, ITGA5 and PBX3 are examples of the most overexpressed genes in the HR group. Based 

on gene expression profile, some patients fitted into a different risk group which they were 

assigned to, according to clinical criteria. On the other hand, patients with hyperleukocytosis 

>100 x 109 / L (at diagnosis) were characterized by the overexpression of genes related to cell 

adhesion and cellular signaling like ITGA4, SEMA6A, MUC4, NT5E, which have been associated 

with unfavorable clinical outcome. Expression profiles of samples at the time of very early 

relapse were highly similar to their corresponding sample at diagnosis, and the most affected 

biological pathways were those related to the differentiation of B lymphocytes (EBF1, BLNK, 
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BLK), resistance to apoptosis (NFκB pathway, p53) and chemorresistance (BLVRB, RASD1, 

MSH6). 

Conclusions: Transcriptome analysis is a useful tool to identify gene expression profiles 

associated with HR, hyperleukocytosis, very early relapse and mortality. Abnormal expression of 

genes as MUC4, ITGA5 and PBX3 in HR patients has been previously associated with poor 

prognosis in ALL and other neoplasms. EBF1, BLNK, BLK, BLVRB, RASD1 and MSH6 were 

among the most significant abnormally expressed genes in very early relapse patients. These 

genes are playing a role in the lymphoid differentiation, resistance to apoptosis and 

chemoresistance biological processes. This project represents the first multi-institutional effort in 

Mexico in order to understand the transcriptomic background of childhood ALL in Mexican 

cases and to identify potential biomarkers to detect high risk for relapse and death cases. 

 

Key words: Acute lymphoblastic leukemia, gene expression profiles., very early relapse, 

children, biomarkers. 
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ANTECEDENTES 

 

Cáncer infantil      

 

       El cáncer infantil es un grave problema de salud pública mundial. Según la Agencia 

Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC, por sus siglas en inglés), cada año se 

diagnostican aproximadamente 215 mil casos en niños menores de 15 años en todo el mundo, de 

los cuales alrededor de 85 mil casos son adolescentes de 15 a 19 años [1]. Estos números varían 

entre diferentes poblaciones; mientras que en países desarrollados el cáncer infantil representa 

menos del 1% de todas las neoplasias malignas, en países en desarrollo los índices son 

significativamente más altos. Una de las principales razones es que en países en desarrollo, la 

población infantil constituye un alto porcentaje del total poblacional, aunado a que existe una 

menor calidad de atención por deficiencias en la infraestructura de salud, y una detección o 

tratamiento tardíos de los pacientes [2].  

       En el mundo, de todas las neoplasias infantiles, aproximadamente la mitad son de origen 

hematológico, principalmente leucemias y linfomas. Las leucemias se definen como un conjunto 

de enfermedades caracterizadas por la proliferación descontrolada de las células de origen 

linfoide o mieloide, mismas que suprimen la hematopoyesis normal y tienen la capacidad de 

invadir sitios extramedulares.  Así, por su linaje hematopoyético y velocidad de progresión, las 

leucemias se clasifican en mieloide o linfoide y agudas o crónicas, respectivamente (Fig. 1) 

[3,4]. Se consideran agudas cuando su desarrollo es rápido e involucra progenitores 

hematopoyéticos inmaduros, mientras que las leucemias crónicas son de lento desarrollo y 

surgen a partir de células en etapas más avanzadas de maduración. Actualmente, la OMS 

clasifica a las leucemias agudas en mieloides, mixtas (linaje ambiguo) y linfoblásticas de linaje B 

o linaje T [5]. De todas los tipos de leucemia, la leucemia aguda linfoblástica (LAL) constituye 

más del 85% de todos los casos en pediatría, mientras que la leucemia de origen mieloide tiene 

un prevalencia de 13.1 al 17.2% de los casos de leucemia infantil. El porcentaje restante está 

representado por casos de leucemia de linaje mixto y leucemia crónica  [6, 7, 8].  
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Leucemia aguda linfoblástica (LAL) 

 

       La LAL surge de la proliferación mono/oligoclonal de un precursor hematopoyético de la 

serie linfoide en la médula ósea (MO) [9].  Esta neoplasia fue una de las primeras en ser tratadas 

con agentes quimioterapéuticos (antifolatos), y en países desarrollados la sobrevida libre de 

eventos (SLE) ha pasado de un 50% a principios de la década de los 80s hasta más del 90% en la 

actualidad [10]. Con los esquemas actuales de tratamiento, aunado al uso de criterios clínicos y 

moleculares que permiten identificar casos de alto riesgo a recaída, al desarrollo de terapias 

dirigidas y al desarrollo de nuevas tecnologías de análisis masivo que han permitido conocer 

mejor a la enfermedad, se han mejorado notablemente las tasas de remisión y cura. No obstante, 

la LAL continúa siendo unas de las primeras causas de mortalidad por cáncer en niños y adultos 

jóvenes [11]. Aún más, en países en vías de desarrollo las altas tasas de incidencia y mortalidad 

por LAL persisten, por lo que constituye un reto el alcanzar mejores tasas de sobrevida y reducir 

la mortalidad por esta enfermedad en poblaciones como la nuestra.   

 

 

Figura 1. Modelo tradicional de la hematopoyesis: contempla los linajes mieloide y linfoide. 

Tomado y modificado de Kawamoto & Katsura, 2009 [4].    
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Definición y epidemiología de la LAL 

 

       La LAL es una enfermedad que surge a partir de la transformación maligna de un precursor 

de estirpe linfoide como resultado de la acumulación de mutaciones somáticas (proceso multi-

step) que impiden la maduración de los blastos linfoides y le confieren otras propiedades como la 

resistencia a la apoptosis y desregulación del ciclo celular  [10]. Además, las células leucémicas 

o blastos leucémicos, se acumulan en la médula ósea, suprimen la hematopoyesis, compitiendo 

con las células normales por los nichos medulares, y son capaces de migrar e invadir otros 

tejidos.  La incidencia de la LAL varía substancialmente por población y zona geográfica, con 

las tasas más altas reportadas en Italia, Estados Unidos, Suiza y Costa Rica [12] y más bajas en 

poblaciones asiáticas y afroamericanas [10]. En los EEUU, los hispanos son el grupo con la 

mayor incidencia de LAL, principalmente los de  California y Texas y cuya población latina es 

predominantemente de origen mexicano [13-16]. Respecto al género, la incidencia es 

ligeramente mayor en hombres, quienes a su vez suelen tener peor pronóstico relacionado a 

inmunofenotipo y alteraciones genéticas desfavorables [17]. En cuanto a la edad, el grupo con 

mayor incidencia es el de 1-4 años, con una disminución progresiva durante la niñez y 

adolescencia hasta alcanzar un pico más después de los 60 años [10].  

 

Diagnóstico y manifestaciones clínicas 

 

       A diferencia de las neoplasias solidas derivadas de precursores linfoides como los linfomas, 

en las leucemias debe haber infiltración en MO, siendo necesario un mínimo de 20% de blastos 

leucémicos presentes en MO para su confirmación [18]. Las manifestaciones clínicas iniciales de 

las leucemias agudas en el niño son muy diversas, y reflejan principalmente el resultado del 

fracaso de la función medular y de la infiltración blástica en órganos y tejidos extramedulares. 

Los pacientes cursan con un cuadro febril, causado por citocinas pirogénicas (IL-1, IL-6, TNF) 

liberadas por las células,  que puede ceder a las 72 hrs aprox. después del tratamiento de 

inducción [19]. Las infecciones prolongadas, dolor óseo y el síndrome anémico (taquicardia, 

astenia, fatiga, anorexia, palidez), son otros sintomas comúnes en los pacientes con LAL. Pero 

además, el paciente puede cursar con dolor de cabeza, vómito, alteraciones de la función mental, 

oliguria y anuria. Hemorragias intracraneales solo ocurren en pacientes con leucocitosis elevada 
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(>400 x 109 /L) y muy pocos casos no presentan signos ni síntomas de la enfermedad [20]. A la 

exploración física se puede encontrar petequias, púrpuras, equimosis y hepatoesplenomegalia; 

pueden presentarse hemorragias en mucosas y algunas veces linfadenopatías [10]. Algunos 

pacientes pueden presentan masa mediastinal, e infiltración blástica en el timo. Otros sitios 

donde puede haber infiltración de células leucémicas son los testículos, glándulas salivales 

[Síndrome de Mikulicz] y ojo [21]. 

 

Clasificación de LAL 

 

       Para la clasificación de la LAL, en la clínica se consideran varios parámetros incluyendo 

datos morfológicos, citoquímicos, inmunohistoquímicos y genéticos.   

 

       Clasificación morfológica 

 

       El grupo Franco-Americano-Británico [FAB] clasifica a la LAL por la morfología de los 

blastos leucémicos, empleando tinciones convencionales (May-Grünwald-Giemsa, Wright-

Giemsa) (Fig. 1) [22, 23]; subdividiéndola en tres subtipos: 

a) L1. Linfoblastos pequeños, con cromatina homogénea, núcleo de forma regular y 

nucléolos pequeños o nulos, citoplasma escaso y ligera basofilia (Fig. 2A).   

b) L2. Linfoblastos grandes y con alto nivel de pleomorfismo. Abundante citoplasma y 

cromatina heterogénea, numerosos nucléolos, nivel de citoplasma y basofilia variable 

(Fig. 2B).  

c) L3. Linfoblastos grandes y homogéneos, caracterizado principalmente por su intensa 

basofilia, nucléolos abundantes y vacuolización prominente. Son denominados 

linfoblastos tipo Burkitt (Fig. 2C). 

       En la actualidad, los criterios morfológicos se consideran poco útiles en la clínica y acorde a 

la Organización Mundial para la Salud (OMS) se ha abandonado este parámetro desde 2008 [10].  
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       Clasificación inmunológica 

 

       Un criterio clínico indispensable para la clasificación de la leucemia es el inmunofenotipo, el 

cual identifica el origen de la población clonal de células neoplásicas. Se tienen que emplear 

paneles que mediante citometría de flujo identifican múltiples marcadores celulares tanto de 

superficie como intracelulares, mismos que indican las etapas de maduración de las clonas 

leucémicas presentes (Fig. 3)[24]. Los paneles de marcadores pueden variar entre institución o 

centro hospitalario. El panel empleado en el hospital St. Jude emplea al menos un marcador con 

alta sensibilidad y especificidad para cada linaje, sea de linaje B (CD19 para sensibilidad, CD79a 

y CD22 para especificidad), T (CD7 para sensibilidad y CD3 para especificidad) o mieloide 

(linajes mixtos, CD13 y CD33 para sensibilidad y MPO para especificidad) [10]. Otros paneles 

como el del Grupo Europeo de Clasificación Inmunológica de Leucemias (EGIL) asignan un 

puntaje para determinar la especificidad de un grupo de marcadores hacia un linaje [25].  

 

       La clasificación inmunológica permite que la LAL se clasifique de acuerdo al grado de 

maduración en la que se encuentran detenidos los blastos leucémicos; para fines terapéuticos, 

principalmente se dividen en precursores de células B (preB), de células B (cel-B) maduras y de 

células T (Cel-T). A su vez, el subtipo pre-B se subclasifica en pro-B. Pre-B temprana y pre-B 

(Tabla 1). 

Figura 2. Clasificación Franco-Américano-Británico: A) L1, B) L2 y C) L3 . Tomado y modificado de Roganovic 

2013 [22].  
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       La importancia de esta clasificación es su valor en el establecimiento del pronóstico. Las 

leucemias de linajes T y B maduras se consideran de mal pronóstico y alto riesgo (AR) a recaída, 

mientras que las Pre-B temprana y pre-B, además de ser las más frecuentes (~80% de los casos), 

están asociadas a factores pronóstico favorables (edad, alteraciones genéticas y cuenta 

leucocitaria), bajo riesgo (BR) de recaída y una buena respuesta al tratamiento [25]. La 

prevalencia de la LAL de linaje T representa alrededor del 12% de los casos, y aunque 

actualmente se han descrito subtipos asociados a un curso clínico en particular, se considera en 

general de mal pronóstico. En ocasiones pueden presentarse leucemias de linaje mixto o 

bifenotípicas (marcadores mieloides en leucemias linfoides y viceversa), que aunque representan 

una minoría están asociadas a mal pronóstico [26]. 

 

 

 

 

Fig. 3. Ontogenia del linfocito B. Los marcadores de superficie expresados permiten identificar las distintas 

etapas de maduración del linfocito B. Tomado de Edwards & Cambridge, 2006 [24].   
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Etiología de LAL 

 

       Al igual que otras neoplasias malignas, la LAL surge mediante un proceso de múltiples 

pasos en el que una célula somática sufre alteraciones genéticas que contribuyen individualmente 

para su transformación maligna [10]. A pesar de los esfuerzos destinados a desarrollar estudios 

epidemiológicos que puedan ofrecer pistas acerca de los agentes etiológicos y  de susceptibilidad 

para desarrollar la enfermedad, no existe un solo agente causal que haya sido identificado. Lo 

que es muy claro, es que en el desarrollo de la LAL participan tanto factores genéticos como 

ambientales.  

       Factores ambientales  

 

       Uno de los primeros factores ambientales propuestos como agente predisponente de la LAL 

fue la exposición a radiación ionizante, específicamente a rayos X durante la gestación [27]. 

Posteriormente se reportó que agentes alquilantes como el benceno y otros compuestos químicos 

SUBTIPO MARCADORES FRECUENCIA (%) 

Precursores B 

- Pro-B 

- Pre-B temprana 

- Pre-B 

CD19+, CD22+, CD79a+, cIg±, sIgµ+, HLA-DR+ 

CD10- 

CD10+ 

CD10±,  cIg+ 

 

5 

63 

16 

B madura CD19+, CD22+, CD79a+, cIg+, sIgµ+, sIgK+ 3 

Linaje T 

- Células T 

- PreT 

- PreT temprana 

CD7+, cCD3+ 

CD2+, CD1±, CD4±, CD8±, TdT±, HLA-DR- 

CD2-, CD1-, CD4-, CD8-, TdT+, HLA-DR± 

CD1-, CD8-, CD5
weak

, CD13+, CD33+, CD11b+, 

CD117+, CD65+, HLA-DR+ 

 

10 

1 

2 

cIg: Inmunoglobulina citoplasmática, sIg: Inmunoglobulina de superficie, TdT: Desoxinucleotidil-transferasa terminal. 

Tomado de Larson, 2016 [10].  

Tabla 1. Clasificación inmunológica de la leucemia aguda linfoblástica infantil. 
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también incrementaban el riesgo a padecer LAL [28]. Otros factores sugeridos son la exposición 

a radiación electromagnética, exposición a pesticidas, consumo de tabaco o alcohol durante el 

embarazo, entre otros [29]. El sobrepeso y la desnutrición son otros factores que han sido 

asociados al riesgo a desarrollar leucemias linfoides en edades tempranas [30].  

       Factores genéticos 

 

       Algunos síndromes con predisposición genética se han asociado a un mayor riesgo a 

desarrollar LAL y LAM como el síndrome de Down, anemia de Fanconi, síndrome de Bloom y 

ataxia telangectasia, citando algunos. Sin embargo, estos síndromes sólo explican un porcentaje 

muy bajo de todos los casos con leucemia [10, 31].  

       Mediante estudios de asociación de genoma completo (GWAS) se ha revelado que 

polimorfismos de un solo nucleótido (SNP por sus siglas en inglés) pueden conferir riesgo a 

desarrollar la leucemia, pero los SNPs de riesgo varían entre los diferentes grupos étnicos. Los 

más conocidos se encuentran en genes que participan en la hematopoyesis y en la regulación del 

ciclo celular, como IKZF1, ARID5B, CEBPE, CDNK2A y GATA3 [32-36]. Es de hacer notar, que 

las variantes más consistentemente asociadas al riesgo a padecer LAL se encuentran en el gen 

ARID5B; de hecho se ha reportado que estas variantes tienen una mayor frecuencia en 

poblaciones hispanas y han sido asociadas significativamente al desarrollo de LAL y un mayor 

riesgo a recaída [34, 36, 37]. 

 

Genética de la LAL 

 

       Las alteraciones genéticas son el sello distintivo de esta enfermedad, ya que definen subtipos 

característicos en LAL. Entre ellos se encuentran la ganancia o pérdida de cromosomas 

(aneuploidías), translocaciones cromosómicas, inserciones/deleciones (Indels), mutaciones 

puntuales y variaciones en el número de copias (CNV por sus siglas en inglés). 
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       Aneuploidias 

 

       Las alteraciones en el número de cromosomas o aneuploidias son un fenómeno común en 

LAL, constituyendo más del 21% de los casos pediátricos. Dentro de las aneuploidías, las de 

mayor valor pronóstico son las hiperdiploidías (más de 50 cromosomas) y las hipodiploidías 

(menos de 45 cromosomas). Las hiperdiploidías son las más frecuentes (presentes hasta en un 

30% de los casos) y generalmente involucran la ganancia de los cromosomas 4, 10, 14, 17 y 21 

[38]. Las hiperdiploidías están asociadas a inmunofenotipo pre-B, baja cuenta leucocitaria y edad 

de 1 a 10 años y por ende a buen pronóstico [10]. Por su parte, las hipodiploidías son poco 

comunes, representando menos del 3% de los casos; sin embargo, su pronóstico es 

excepcionalmente pobre y se encuentran frecuentemente asociados a cuenta elevada de 

leucocitos en sangre periférica y a la presencia de mutaciones en el gen p53 [39, 40].  

 

       Translocaciones 

 

       De todas las alteraciones genéticas en esta leucemia, las translocaciones son las mejor 

descritas y con mayor relevancia clínica. Algunos de estos rearreglos génicos resultan en la 

expresión de genes quiméricos que alteran la función normal de factores de transcripción o 

reguladores epigenéticos, generan proteínas con actividad constitutiva, etc. [11]. Los rearreglos 

génicos están presentes en más del 40% de los casos con LAL de poblaciones caucásicas (Fig. 4) 

[41]. Los rearreglos génicos con mayor relevancia pronóstica en LAL de células pre-B son: a) 

ETV6-RUNX1, b) TCF3-PBX1, c) BCR-ABL y d) rearreglos en el gen MLL. En la LAL de células 

T los reordenamientos genéticos más comunes implican a los receptores de las cel-T (14q11.2: 

TCR-α y TCR-δ, 7q34: TCRB y 7p14-15: TCR-γ) [11].  

 

a) Gen ETV6-RUNX1: La fusión génica ETV6-RUNX1 (t(12;21)(p13;q22)), también llamado 

TEL-AML1, es la anomalía estructural más frecuente en LAL, presentándose en el 20-25% de los 

casos, aunque su frecuencia varía en distintas poblaciones [41]. El gen ETV6 (TEL) está 

localizado en la banda 12p13.1 y tiene un papel fundamental en el establecimiento de la 



14 
 

hematopoyesis definitiva en todos los linajes en la médula ósea; se han identificado más de 30 

fusiones génicas que involucran a este gen, pero es con el gen RUNX1 con el que comúnmente se 

encuentra translocado [42]. RUNX1 (AML1, CBFA2) es un factor de transcripción involucrado en 

la generación y maduración de progenitores hematopoyéticos y el establecimiento de la 

hematopoyesis definitiva en el embrión [43]. La fusión entre ETV6 y RUNX1 mantiene la 

capacidad de reconocimiento de secuencias blanco de RUNX1, induciendo la desregulación 

génica de ellos mediante un mecanismo de represión transcripcional y por lo tanto impide la 

maduración de las células portadoras de esta translocación [44]. ETV6-RUNX1 es considerado un 

rearreglo génico de buen pronóstico, asociado a inmunofenotipo pre-B, hiperdiploidías y con 

tasas de remisión clínica post-tratamiento de inducción de casi 100% [42]. En México, la 

frecuencia de este rearreglo génico es una de las más bajas reportadas en todo el mundo, estando 

presente en el 7 al 13.5% de los casos  [45-47]. 

 

b) Gen TCF3-PBX1: La translocación TCF3-PBX1 (t(1;19)(q23;p13)) es también una de las 

más frecuentes en  la LAL pre-B. Ambos genes son factores de transcripción, TCF3 (E2A) es un 

regulador maestro de genes involucrados en la linfopoyesis de células B y PBX1 es un regulador 

de la expresión de genes de la familia HOX [48]. La fusión génica TCF3-PBX1 transforma a la 

célula de varias formas: por un lado, la pérdida de función de TCF3 arresta la maduración de las 

células pro-B temprana y por otro lado, actúa como un potente activador transcripcional (PBX1 

no es expresado en el compartimento linfoide y carece de función por sí solo) induciendo 

expresión ectópica de genes blanco de PBX1 [48, 49]. El gen TCF3-PBX1 está presente en el 2 al 

11.5% de los casos de LAL, aunque su frecuencia varía entre las distintas poblaciones (más 

común en afroamericanos, 12%) [41, 46]. Los pacientes con esta fusión génica generalmente 

presentan cuenta leucocitaria elevada y recaída al sistema nervioso central (SNC), pero bajo los 

regímenes actuales de quimioterapia se considera un rearreglo génico de buen pronóstico [10]. 

En nuestro país, la prevalencia reportada de TCF3-PBX1 varía desde un 7 a 11.5%  de los casos 

de LAL pre-B [46, 47]. 
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c) Gen BCR-ABL1: Esta fusión génica (t(9;22)(q34;q11.2)) involucra a los genes BCR-ABL1 y 

surge de la translocación entre los brazos largos del cromosoma 9 y 22 dando como resultado un 

cromosoma 22 más corto, denominado cromosoma Philadelphia (Ph) por la ciudad donde se 

descubrió [50]. En LAL es más común en adultos (una cuarta parte de los casos) pero infrecuente 

en niños (2-4% de los casos) [51]. En nuestro país, la frecuencia de BCR-ABL1 va del 2 al 4%, 

por lo que no difiere significativamente de lo reportado en otras poblaciones [47-47, 52-53].   

BCR-ABL1 es una proteína tirosina cinasa (TC) que se encuentra activa constitutivamente y cuya 

capacidad de autofosforilación es independiente de los estímulos por citocinas. Así, su actividad, 

desregula procesos celulares vitales como el control de la proliferación, diferenciación, y 

sobrevivencia celular [54]. Esta fusión génica ha sido asociada a mal pronóstico y alta 

probabilidad de recaída, por lo que el tratamiento de estos niños contemplaba quimioterapia más 

intensa y trasplante de células troncales y progenitoras hematopoyéticas (CTPH) [4]. El 

pronóstico de estos pacientes ha mejorado notablemente con el uso de inhibidores de TC (ITC) 

como el imatinib y dasatinib, administrados en conjunto con protocolos de quimioterapia intensa 

[55].  

 

d) Gen MLL: El gen MLL (del inglés Mixed-Lineage Leukemia, también llamado KMT2A) 

codifica para una proteína esencial para el desarrollo temprano y la hematopoyesis que forma 

parte de un complejo con actividad metiltransferasa, específicamente de la trimetilación de la 

histona 3 en el residuo de lisina H3K4 [56]. Se han identificado más de 50 fusiones génicas que 

involucran a este gen, tanto en leucemias linfoides como mieloides [57]. En LAL, los rearreglos 

del gen MLL se encuentran hasta en el 6% de los pacientes, siendo MLL-AF4 (t(4;11])(q21;q23)) 

la fusión génica más común [11, 41]. La presencia de rearreglos de MLL se asocia a 

hiperleucocitosis, edad menor a 1 año (especialmente <6 meses) y mal pronóstico [58]. Se ha 

establecido mediante perfiles de expresión que este subtipo constituye una entidad única y es uno 

de los tipos de cáncer con las menores tasas de mutación reportadas [59]. 

  

 



16 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       Alteraciones en el número de copias, microdeleciones  y mutaciones puntuales 

 

       Se ha demostrado mediante ensayos funcionales y de secuenciación del genoma que las  

alteraciones en el número de copias (del inglés “Copy number alterations” o CNA), mutaciones 

puntuales y microdeleciones son comunes en el establecimiento de la leucemia [60]. 

Especialmente en la LAL pre-B, las alteraciones más frecuentes involucran importantes 

reguladores de la linfopoyesis como PAX5, IKZF1, EBF1 y LMO, que al estar mutados impiden 

la maduración de los precursores linfoides [11]. PAX5 es blanco frecuente de translocaciones, 

deleciones y mutaciones puntuales hasta en el 30% de los casos de LAL-pre-B, y se ha sugerido 

que el curso clínico es sumamente distinto en función del tipo de alteración  [61]. Los genes 

EBF1 e IKZF1 tienen un papel crucial en el desarrollo del linfocito B pero actúan en etapas más 

tempranas de la linfopoyesis. Las deleciones en estos genes pueden estar presentes desde el 

inicio de la enfermedad  pero son más frecuentes en los casos con recaída [62-64]. Otros genes 

implicados involucran frecuentemente reguladores del ciclo celular y supresores de tumor 

Fig. 4. Frecuencia de las alteraciones genéticas  más comunes en la LAL infantil. Tomado de Mullighan, 

2012 [41].   
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(CDKN2A/B, PTEN, RB1), receptores de superficie y proteínas con actividad tirosina cinasa 

(CRLF2, EPOR, IL7R, ABL1, JAK2, KRAS, NRAS). La identificación de mutaciones en estos 

genes ha permitido identificar más subtipos moleculares con valor pronóstico, especialmente con 

el uso de tecnologías de alto rendimiento como la secuenciación masiva [41]. 

       A diferencia de la LAL de linaje B, la LAL de células-T no está del todo caracterizada.  Sin 

embargo, se ha reportado que los genes frecuentemente mutados son NOTCH1, PTEN, RB1, 

entre otros [11]. Entre éstos, se encuentran algunos genes relacionados a la regulación y 

maduración linfoide como RUNX1, IKZF1, GATA3 y EP300, genes de la vía RAS, receptores de 

citocinas como IL7R, KRAS, NRAS, JAK y NF1, y reguladores epigenéticos como los del 

complejo polycomb PRC2 y SETD2 [11]. Con estudios de expresión génica se ha determinado 

que la LAL-T es una entidad sumamente heterogénea, y aunque es posible identificar subtipos 

moleculares, el mayor número de casos no poseen rearreglos génicos que los identifiquen como 

ocurre con la LAL pre-B [65]. Además, su perfil transcripcional es muy similar a precursores 

hematopoyéticos y leucemias mieloides, por lo que se sugiere que este subtipo surge de un 

progenitor primitivo con potencial de linaje múltiple [65-66].   

 

Clasificación de riesgo, pronóstico y tratamiento en LAL 

 

       Clasificación de riesgo 

 

       Actualmente, el mejor abordaje para el tratamiento de la LAL está basado en una 

clasificación que evalúa el riesgo de un paciente a recaer a la enfermedad. Esta clasificación 

emplea criterios clínicos como la edad y cuenta leucocitaria al diagnóstico, así como criterios 

inmunológicos, citogenéticos y moleculares. Con base en ello, generalmente se identifican dos 

grupos de riesgo: bajo riesgo (BR o también llamado riesgo estándar o habitual)  y alto riesgo 

(AR). Cabe mencionar que algunas instituciones de salud también consideran a los grupos de 

riesgo intermedio y muy alto riesgo [67, 68]. La clasificación de riesgo permite regular la 

intensidad de un tratamiento, siendo mayor en pacientes con alto riesgo a recaída [10]. Acorde a 

los criterios del Instituto Nacional de Cáncer (NCI del inglés National Cancer Institute) de los 

Estados Unidos, los parámetros mínimos para considerar a un paciente como de bajo riesgo a 
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recaer son: una edad entre 1 a 9 años y cuenta leucocitaria menor a 50 x 10
9
 /L al diagnóstico. 

Las alteraciones genéticas (ETV6-RUNX1, hiperdiploidías) e inmunofenotipo pre-B 

complementan la clasificación de buen pronóstico [69, 70]. Por otra parte, los pacientes menores 

de 1 año y ≥ 10 años de edad, cuenta leucocitaria mayor a  50 x 10
9
 /L e inmunofenotipo de cél-

B, cel-T y bifenotípicas se consideran de alto riesgo. Las alteraciones genéticas identificadas 

como de mal pronóstico son las hipodiploidías, las translocaciones BCR-ABL1 y los rearreglos 

del gen MLL; éste último en más frecuente en pacientes menores de un año de edad [10, 26, 71] 

[Tabla 2].  

 

 

GRUPO DE RIESGO CARACTERÍSTICAS 

 

 

Bajo riesgo (riesgo estándar) 

 

- Edad entre 1 a <10 años 

- Cuenta leucocitaria en sangre periférica 

menor a 50 x 10
9
 /L 

- ETV6-RUNX1+, TCF3-PBX1+
1
 

- Hiperdiploidías (> 50 cromosomas) 

- Inmunofenotipo de precursores B 

 

 

Alto riesgo 

 

- <1 y ≥10 años 

- Cuenta leucocitaria en sangre periférica 

mayor a 50 x 10
9
 /L 

- BCR-ABL1+, MLL-r+ 

- Hipodiploidías (< 45 cromosomas) 

- Inmunofenotipo de células B maduras y 

linajes T 

 

 

Muy alto riesgo
2 

 

- Fallo de inducción a la remisión 

- ≥1% de blastos en MO (EMR) 6 meses 

después del tx de inducción 

 

 

 

 

 

1. Rearreglo génico considerado de buen pronóstico con protocolos de quimioterapia intensa.2. Solo establecido bajo el 

monitoreo de enfermedad mínima residual (EMR). 

Tomado de Larson 2016 [10] 

 

 

Tabla 2. Clasificación de riesgo empleada para los protocolos de tratamiento del hospital St. Jude (Memphis 

TN, EE. UU.). 
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       Tratamiento 

 

       El tratamiento en LAL consiste principalmente de tres etapas: inducción a la remisión, 

intensificación [o consolidación] y mantenimiento.  

a) Inducción a la remisión: tiene como objetivo alcanzar la remisión clínica de los síntomas 

y restaurar la hematopoyesis. Esta fase emplea el uso de glucocorticoides (prednisona, 

dexametasona), vincristina, l-asparaginasa, antraciclinas (doxorrubicina o 

daunorrubicina) y metotrexato intratecal, este último indistinto del grupo de riesgo [72]. 

En pacientes de alto riesgo se administran dosis de radioterapia intracraneal, aunque 

algunos consideran que debido a las complicaciones y secuelas generadas es preciso 

reconsiderar la persistencia del uso de radioterapia [73]. Pacientes BCR-ABL positivos 

también son candidatos a ser tratados con inhibidores de tirosina cinasa como el imatinib, 

mejorando significativamente las tasas de sobrevida de los pacientes  [51, 74]. 

b) Intensificación (consolidación): una vez alcanzada la remisión clínica (inmediatamente al 

término del tratamiento de inducción), el paciente es candidato a la fase de 

intensificación. Suelen emplearse los mismos fármacos que la terapia de inducción, pero 

a diferentes dosis y pulsos de administración, y a diferencia de los pacientes clasificados 

como de bajo riesgo, a los pacientes de alto riesgo se les continúa administrando 

antraciclinas [72]. Los pacientes de alto riesgo, principalmente aquellos BCR-ABL1+ y 

sin respuesta favorable al tratamiento de inducción pueden ser sometidos a transplante de 

CTPH [54, 75]. 

c) Mantenimiento: tiene como objetivo la eliminación de las células leucémicas residuales, 

reduciendo así el riesgo de recaída. Los principales fármacos administrados son la 

mercaptopurina (diariamente) y metotrexato (semanal), vincristina y prednisona (el cual 

varía en dosis dependiendo del grupo de riesgo) [70].   

d) Terapias dirigidas: actualmente, con el uso de terapias dirigidas como los inhibidores de 

tirosina cinasa para pacientes con la fusión BCR-ABL1, se han mejorado 

significativamente las tasas de sobrevida sin la necesidad de trasplantes de CTPH  [51, 

74]. 
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Recaída en LAL 

 

       La recaída es sin duda el mayor obstáculo a enfrentar para disminuir los índices de 

mortalidad por esta enfermedad. Aproximadamente un 20% de los niños diagnosticados con 

LAL la presentan, de tal forma que el mal pronóstico con el que cursan estos pacientes aunado a 

la alta incidencia de la LAL, convierten a la recaída en una de las principales causas de muerte 

por cáncer infantil en todo el mundo [76]. La recaída se sospecha cuando reaparecen signos, 

síntomas o hallazgos de laboratorio propios de la enfermedad tras haberse logrado la remisión 

completa. Los sitios más comunes de la recaída son la MO, SNC, testículos y ovarios [77, 78]. El 

tiempo a la recaída es el mejor predictor de pronóstico, mediante el cual se pueden clasificar en 

tres grupos: 

a) Recaídas muy tempranas: durante los primeros 18 meses después del diagnóstico inicial. 

b) Recaídas tempranas: posterior a los 18 meses después del diagnóstico inicial, pero 

durante los primeros 6 meses después de finalizado el tratamiento de quimioterapia de 

primera línea. 

c) Recaídas tardías: posterior a los 6 meses de finalizado el tratamiento de quimioterapia 

de primera línea. 

       Las recaídas muy tempranas tienen el peor pronóstico, con una sobrevida que no supera el 

15% [79]. El sitio de recaída es otro predictor de pronóstico; así, la recaída en MO aislada, 

además de ser la más frecuente (40%), tiene el peor pronóstico (sobrevida general de ~25% a 5 

años) [78]. El segundo sitio de recaída más común es el SNC (aprox. 20%), con una sobrevida 

significativamente mayor (~60% de sobrevida general a 5 años) al grupo de recaída a MO. Los 

blastos leucémicos en la recaída suelen ser más resistentes a la quimioterapia, pudiendo surgir a 

partir de clonas presentes al diagnóstico o de nuevas poblaciones como resultado del tratamiento 

[80]. En LAL pre-B, son comunes las deleciones o alteraciones en el número de copias (CNA) en 

genes relacionados con el desarrollo del linfocito B como EBF1, IKZF1, ETV6, TCF3 y 

CDKN2A/2B [62, 63]. Otras alteraciones importantes por su papel en el metabolismo de 

fármacos como MSH6, NT5C2, CREBBP, han aportado información relevante en la clínica por 
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estar potencialmente involucrados en mecanismos de quimiorresistencia [81-83]. Estos avances 

demuestran las grandes ventajas de emplear herramientas de análisis masivo para el estudio de la 

recaída en la LAL.  

Nuevas herramientas en la clasificación de riesgo: análisis del transcriptoma  

 

       El desarrollo de nuevas tecnologías de análisis masivo como los análisis de expresión 

(microarreglos, RNA-seq), secuenciación de genoma completo y exoma, fue un parteaguas en el 

estudio de enfermedades complejas como el cáncer. Estas herramientas han revelado la 

heterogeneidad genética de la LAL, donde además de las fusiones génicas ya descritas, las 

células leucémicas presentan mutaciones puntuales, microdeleciones, CNA, y otras 

translocaciones poco frecuentes que podrían tener implicaciones relevantes en la conducta 

clínica de la enfermedad [41]. Los análisis de expresión génica permiten evaluar la expresión de 

miles de genes de manera simultánea, y el uso de microarreglos en el estudio del cáncer 

representó un gran avance para describir nuevos subtipos tumorales, hallar firmas de expresión 

con relevancia clínica e identificar nuevos blancos terapéuticos [84]. En la LAL,  los primeros 

abordajes con microarreglos de expresión demostraron que se pueden identificar con alta eficacia 

los distintos subtipos moleculares de la enfermedad [85, 86]. Además, fue posible identificar 

pacientes con subtipos moleculares no caracterizados previamente, pacientes con riesgo a recaída 

y casos que presentaron pobre respuesta al tratamiento (Fig. 5) [67, 87]. 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 5. Gráfica de escalamiento multidimensional [EMD] de los datos de expresión de pacientes con LAL infantil. A. Se 

distinguen subgrupos de pacientes con riesgo a recaída y pacientes en riesgo a desarrollar una segunda neoplasia de aquellos 

que alcanzarán la remisión clínica [n=274]. B. EMD que permite distinguir subtipos con translocaciones definidas e 

identificar nuevos subtipos no caracterizados [n=327]. Tomado y modificado de Yeoh et al., 2002 [87].    

A B 
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       Subtipos moleculares de LAL 

 

       La identificación del subtipo denominado “Philadelphia-like” (Ph-like), fue uno de los 

mayores hallazgos en el estudio de la LAL mediante microarreglos de expresión. Este subtipo, 

tiene un perfil de expresión similar a BCR-ABL1+ pero los pacientes son negativos a esta 

translocación [88, 89]. Ph-like se caracteriza por tener un gran número de alteraciones (que 

fueron detectadas mediante secuenciación de nueva generación) en proteínas activadoras de 

cinasas. Su frecuencia varía por etnicidad, siendo más común en poblaciones hispanas en 

EE.UU. [90, 91] [Fig. 6]. La identificación del subtipo Ph-like tiene gran relevancia clínica 

porque los pacientes positivos responden a tratamiento con ITC. 

 

 

 

 

 

 

 

       Otros subtipos moleculares descritos mediante perfiles de expresión, son los caracterizados 

por rearreglos del gen CRFL2 (también observado en pacientes negativos a Ph-like) y por 

mutaciones en el gen JAK, las cuales facilitan la inducción constitutiva de la vía JAK-STAT 

ambas asociadas a mal pronóstico. Las mutaciones en el gen ERG y la amplificación del 

cromosoma 21 también definen firmas moleculares identificables mediante análisis de expresión 

[11]. 

 

Fig. 6. Frecuencia de alteraciones genéticas presentes en niños [a] y adolescentes [b] con el subtipo Ph-

like. Tomado y modificado de Roberts & Mullighan, 2015 [11].   
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       Perfiles de expresión génica y recaída 

 

       El análisis del transcriptoma también ha sido muy útil en el estudio de las recaídas. Se ha 

demostrado que los mecanismos moleculares implicados varían sustancialmente en función del 

tiempo en el que ocurre la recaída. Las recaídas tempranas, tienen perfiles de expresión muy 

similares a la observada al diagnóstico, en donde las vías alteradas son aquellas relacionadas con 

proliferación y sobrevivencia celular, principalmente. Lo anterior sugiere que la población de 

blastos que originan la recaída está presente desde el inicio de la enfermedad y que no fue 

erradicada por el tratamiento [92, 93].  

       Por lo anterior, los análisis de expresión han demostrado ser una herramienta útil no sólo 

para comprender los mecanismos biológicos de la enfermedad, sino también para la búsqueda de 

nuevos marcadores moleculares y blancos terapéuticos que impacten directamente en la clínica, 

con el fin de implementar una clasificación más asertiva que permita identificar oportunamente a 

aquellos pacientes con alto riesgo a recaída.  

 

Epidemiología de LAL en México 

 

       En 2012, las leucemias representaron aproximadamente el 49.8% del cáncer de la niñez en 

México, con una incidencia de 78 casos por millón de habitantes [94]; siendo La LAL la más 

prevalente (85% de todas las leucemias) [29]. En diversos estudios se ha reportado que México 

es uno de los países con mayor incidencia de LAL, con tasas de mortalidad que han ido en 

aumento y que son las mayores de cualquier país de América Latina [95]. Las incidencia en 

nuestro país es diferente a poblaciones caucásicas y afroamericanas, pero similar a las 

poblaciones de hispanos en Estados Unidos, particularmente en la distribución de la LAL pre-B 

[96]. El grupo etario con mayor incidencia es el de 1-4 años de edad; sin embargo en nuestro país 

se han detectado picos de incidencia en niños de 6 a 8 años de edad (Fig. 7) [29].  La mortalidad 

por LAL también representa un gran problema en nuestro país, ya que mientras que en países 

desarrollados la sobrevida a 5 años es superior al 85%, en México existen reportes de sobrevida 

de solo 64% a 4 años de seguimiento [72]. A lo anterior se le suma la alta proporción de casos 

clasificados como alto riesgo, lo cual es significativamente mayor a lo reportado en países 
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desarrollados (58% vs  25%, respectivamente) [29, 97]. Estas tasas de mortalidad son a pesar de 

que en nuestro país se usan los mismos criterios de clasificación que se emplean en los países 

desarrollados. Por lo tanto, es posible que nuestra población con LAL tenga alteraciones 

genéticas intrínsecas a la heterogeneidad genética de la población mexicana que expliquen 

parcialmente el comportamiento en la mortalidad y en la proporción de pacientes con alto riesgo 

a recaer. De hecho, en México el grupo de bajo riesgo es el que tiene mayor frecuencia de 

recaídas, principalmente recaídas tempranas, en comparación con el grupo de alto riesgo (25.3% 

vs 19.2%) [72]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7. Incidencia por grupo de edad de las leucemias infantiles reportadas en la Ciudad de México de 2006 

a 2007. Tomado de Pérez Saldívar et al., 2011 [29].    
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

       La LAL infantil es uno de los mayores éxitos en el tratamiento del cáncer en la actualidad y 

a nivel mundial se han logrado importantes avances en la disminución de las tasas de mortalidad 

por esta enfermedad. La clasificación de riesgo es probablemente la base de este éxito, bajo estos 

criterios se asigna un tratamiento de mayor intensidad a un paciente que se considera de alto 

riesgo a recaída. Sin embargo, aunque esta clasificación ha probado ser efectiva para establecer 

el pronóstico de un paciente, no es infalible y todavía un porcentaje de niños clasificados como 

de buen pronóstico recaen y mueren. Esto ha quedado demostrado en nuestro país, en donde bajo 

los mismos criterios de clasificación empleados en todo el mundo, la tasa de mortalidad de los 

niños mexicanos con LAL aún es elevada. Aún más, los casos clasificados como alto riesgo en 

nuestro país corresponden a poco más de la mitad de todos los casos, un porcentaje 

significativamente mayor a lo reportado en países desarrollados (58% vs  25%, respectivamente) 

[29, 97]. Así mismo, el grupo de bajo riesgo es el que tiene mayor frecuencia de recaídas (25.3% 

vs 19.2%) que el grupo de alto riesgo, principalmente recaídas tempranas y a MO aislada [72]. 

Por otro lado, diversos reportes en México apuntan a que las frecuencias de estas fusiones 

génicas de valor pronóstico es distinta en comparación con otras poblaciones, como el caso de 

ETV6-RUNX1 (considerado de buen pronóstico) que está presente en el 7-11% en niños 

mexicanos con LAL vs 25% en el resto del mundo [36, 46]. Así, considerando que en nuestro 

país existe un alto porcentaje de casos de mal pronóstico y aunado a la baja frecuencia de 

biomarcadores moleculares de buen pronóstico, es posible que los criterios de clasificación de 

riesgo usado en nuestro país no sean lo suficientemente precisos. Además, existe la posibilidad 

de que existan biomarcadores privativos de la población mexicana. Sin duda, identificar mejores 

estrategias de clasificación permitirá mejorar los abordajes terapéuticos y evitar el sobre o sub-

tratamiento de los pacientes con esta enfermedad. Los avances logrados en países desarrollados 

se deben en buena medida al uso de herramientas de análisis masivo como los análisis de 

expresión, que han servido para diseñar una estratificación pronóstica más precisa. En este 

proyecto se pretende identificar potenciales biomarcadores que permitan detectar pacientes con 

alto riesgo de recaída, con la finalidad de que estos puedan ser clasificados y tratados 

oportunamente, disminuyendo las probabilidades de recaída y por tanto incrementar su 

supervivencia. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

 

       Identificar genes diferencialmente expresados entre la leucemia aguda linfoblástica de bajo y 

de alto riesgo a recaída e identificar potenciales biomarcadores de recaída. 

 

Objetivos particulares 

 

1) Determinar si los grupos de riesgo definidos clínicamente presentan distintos perfiles de 

expresión génica. 

2) Correlacionar los perfiles de expresión génica con parámetros clínicos y moleculares a 

nivel pronóstico. 

3) Identificar patrones de expresión génica en pacientes negativos a las fusiones génicas 

ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, BCR-ABL1. 

4) Identificar perfiles de expresión génica potencialmente involucrados en recaída. 

5) Validar los resultados obtenidos por microarreglos de expresión de los genes con mayor 

valor de significancia y anormalmente expresados en pacientes con recaída.  

 

ESTRATEGIA GENERAL 

Población de estudio 

 

       Se realizó un estudio de cohorte y multicéntrico, en el que se incluyeron pacientes 

pediátricos diagnosticados con LAL de novo que fueron tratados en diversos hospitales públicos 

de la Ciudad de México. El estudio incluyó a los pacientes que cumplieron con los siguientes 

criterios de selección: 

Criterios de inclusion 

 

1. Pacientes de 1 a 17 años con diagnóstico clínico de LAL de novo. 
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2. Pacientes con datos de inmunofenotipo pre-B y moleculares (BCR-ABL1, ETV6-RUNX1, 

TCF3-PBX1). 

3. Sin tratamiento previo de quimioterapia o prednisona. 

4. Pacientes cuyos padres o tutores aceptaron participar en el estudio mediante firma de 

consentimiento informado. 

5. De cualquier entidad federativa. 

Criterios de exclusion 

 

1. Pacientes con una entidad genética por aneuploidías cromosómicas (Síndrome de Down, 

Síndrome de Turner, etc). 

2. Pacientes con entidades concomitantes a LAL (secundarias a infecciones como fiebre, 

dolor óseo, presencia de neoplasias secundarias).  

3. Pacientes con trasplante de MO (por razones ajenas a LAL) dentro de los tres meses 

previos a la toma de muestra de MO. 

4. Pacientes con diagnóstico de LAL como segunda neoplasia. 

5. Pacientes con inmunofenotipo de linaje T. 

Criterios de eliminación 

 

1. Pacientes que abandonaron el tratamiento. 

2. Pacientes cuya muestra de RNA no cumplió con los criterios de calidad (concentración, 

integridad y pureza) para el análisis de expresión con microarreglos. 

3. Pacientes cuyos padres no desearon continuar en el estudio después de la primera toma de 

muestra. 
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Figura 8.  Fases de tratamiento de paciente pediatrico con LAL y momentos de toma de muestra de MO. 



2
9
 

               

Figura 9.  Metodología general del procesamiento de muestras, análisis de datos y obtención de resultados . 
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METODOLOGÍA 

 

Extracción y evaluación de la integridad del RNA 

 

       A partir de muestras de MO almacenadas en TRIzol (Invitrogen, Life Technologies), se 

realizó la extracción de RNA mediante el método de fenol-cloroformo y siguiendo las 

especificaciones del proveedor [ ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA]. La  integridad 

del RNA fue evaluado por medio de electroforesis capilar mediante chips de bioanalizador 

Agilent 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara CA, EEUU). Para el análisis de microarreglos 

sólo se incluyeron las muestras con un valor de integridad de RNA (RIN) > 6.5.  

 

Detección de los trascritos quiméricos más comunes 

       La detección de los transcritos quiméricos ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, BCR-ABL se realizó 

en la Unidad de Investigación Médica en Inmunología e Infectología del Hospital de Infectología 

“Dr. Daniel Méndez Hernández” en el Centro Médico Nacional La Raza (IMSS). Se empleó la 

técnica de RT-PCR convencional, con los primers y condiciones de termociclado descritas en los 

protocolos previamente publicados por Bekker y cols [47, 52] .  

 

Preparación del RNA e hibridación en microarreglos de expresión  

 

       Para la síntesis de primera cadena de DNA complementario (cDNA) se utilizaron 200 ng de 

RNA total. La síntesis del cDNA se realizó mediante el kit Superscript II reverse transcriptase y 

utilizando oligonucleótidos poli (T) como primers. Posterior a la síntesis de la segunda cadena de 

cDNA, se realizó la síntesis y amplificación de cRNA incorporando dUTPs biotinilados y 

después se fragmentó con métodos enzimáticos (uracil-DNA glicosilasa, purin-pirimidin 

endonucleasa). En el análisis de expresión se utilizó el microarreglo de alta resolución Human 

Transcriptome Array 2.0 (HTA 2.0) de Affymetrix, el cual evalúa la expresión de 67528 genes 

diferentes, entre los que se incluyen transcritos codificantes y no codificantes, isoformas, y 

uniones exón-exón [98]. El procesamiento de las muestras se realizó mediante GeneChip WT 

PLUS de Affymetrix de acuerdo a las instrucciones del proveedor. Para la hibridación en el 
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microarreglo, se agregarón los controles endógenos y las sondas biotiniladas, seguido de 

procesos de lavado y tinción con el complejo estreptavidina-ficoeritrina como reportero 

fluorescente.  

Procesamiento de datos crudos 

 

       Para el análisis de datos se utilizó el software GeneChip Command de Affymetrix para la 

transformación de datos de fluorescencia y generación de archivos CEL. Se empleó el método de 

normalización por cuantiles de los archivos de intensidad con el algoritmo Robust Multi-array 

Average (RMA) [99].  

Análisis exploratorios de datos, expresión diferencial y agrupamiento jerárquico 

 

       El análisis exploratorio de los datos por componentes principales (PCA) fue realizado con el 

software R. Los genes diferencialmente expresados entre los distintos grupos clínicos y 

moleculares analizados se realizaron con el software Transcriptome Analysis Console (TAC) de 

Affymetrix, y se seleccionaron los genes con un fold-change (FC) de 1.2 y un ANOVA p-value 

≤0.05 como estadísticamente significativos. Como control estadístico adicional, se aplicó la 

corrección por False Discovery Rate (FDR) para múltiples comparaciones (método de 

Benjamini-Hochberg), considerando a los genes con un p-value ajustado por FDR<0.1 como 

estadísticamente significativos [100].  Los análisis de agrupamiento jerárquico supervisado y no 

supervisado se realizaron con los softwares TAC y Morpheus (Broad Institute), respectivamente.     

El análisis de componentes principales se realizó con R (función “prcomp” y paquete rgl). Los 

análisis de enriquecimiento de procesos biológicos y moleculares se realizaron con los softwares 

de libre acceso Gene Ontology [GO] y GOrilla [101]. En el análisis de enriquecimiento de vías 

para identificar vías canónicas y redes biológicas representadas se utilizó el software Ingenuity 

Pathway Analysis (IPA, QIAGEN Redwood City).  

Validación de los datos obtenidos por microarreglos mediante RT-qPCR 

 

       Los resultados derivados del estudio de expresión con microarreglos fueron validados 

mediante PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR). La comparación se realizó sólo entre las 

muestras al diagnóstico de pacientes con recaída temprana versus muestras de pacientes sin 
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recaída en una relación 2:1 y pareados por el grupo de riesgo al que pertenecían las recaídas. Se 

realizó la cuantificación absoluta (AQ) utilizando el método de curva estándar, donde el 

resultado promedio fue reportado. Los primers fueron diseñados con la plataforma ProbeFinder 

assay design software V. 2.50 (http://www.universalprobelibrary.com). Se emplearon sondas de 

hidrolisis UPL de la plataforma Universal Probe Library (Roche), y el LightCycler probe master 

mix (Roche).  El método de cuantificación Cq (comparative cycle of quantification) fue usado 

para determinar el nivel de expresión génica del gen de interés. El cDNA  se sintetizó a partir de 

250 ng de RNA total usando random primers y el kit  First strand cDNA Synthesis Kit (Roche), 

en una reacción a 20 µl de volumen final. El programa de termociclado fue el siguiente: 95°C 

por 10 min, 45 ciclos a 95°C por 10 s, 60 ciclos por 30s y 72°C por 1 segundo en el equipo 

LightCycler 480.  HPRT fue usado como gen de referencia.   

Análisis Estadístico 

 

       El análisis estadístico se realizó utilizando el programa SPSS versión 21, Chicago, IL, USA, 

Se utilizaron las pruebas estadísticas ji-cuadrada y prueba exacta de Fisher cuando era apropiado 

para comparar las características clínicas, demográficas entre los grupos con y sin recaída muy 

temprana (RMT). Se consideró para este fin como estadísticamente significativo un valor de p 

menor a 0.05. Las pruebas de t de Student, ANOVA (p<0.05) y la prueba Benjamini-Hochberg 

se utilizaron para comparar el nivel de expresión génica entre los subgrupos analizados. 

RESULTADOS 

 

Características clínicas y demográficas de la cohorte 

 

       Previa autorización de los comités de ética y de investigación de los hospitales participantes 

se inició con la conformación de la cohorte. El momento cero de la cohorte fue al diagnóstico de 

primera vez de LAL, iniciando la inclusión de pacientes el 1 de agosto de 2014 al 30 de julio de 

2016 (Fig. 8). Durante este periodo, se diagnosticaron un total de 496 niños con LAL de novo en 

todos los hospitales participantes de la Ciudad de México. 

 

http://www.universalprobelibrary.com/
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Hospitales participantes 

1. Hospital de Pediatría del Centro Médico Nacional Siglo XXI (IMSS). 

2. Hospital Infantil de México “Dr. Federico Gómez Santos” (Secretaría de Salud). 

3. Hospital Juárez de México (Secretaría de Salud). 

4. Hospital General “Dr. Gaudencio González Garza” del Centro Médico Nacional la Raza 

(IMSS). 

5. Hospital Pediátrico Moctezuma (Secretaría de Salud). 

6. Hospital General de México "Dr. Eduardo Liceaga" (Secretaría de Salud). 

7. Hospital General Regional No. 1 “Carlos McGregor Sánchez Navarro” (IMSS). 

8. Centro Médico Nacional 20 de Noviembre (ISSSTE) 

 

Inmunofenotipo: De esta cohorte,  el 90.9% de los casos fueron de linaje pre-B, mientras que el 

6.9% fueron linajes T y 2.2% bifenotípicas. El 2.5% presentó infiltración a SNC al diagnóstico. 

En un alto porcentaje de pacientes (83.7%) no se detectó ninguno de los rearreglos génicos 

analizados (ETV6-RUNX1, BCR-ABL1, TCF3-PBX1, MLL-r). La fusión génica más frecuente 

fue ETV6-RUNX1 representando el 8.5%, seguido de TCF3-PBX1 (6%). BCR-ABL1 y MLL-r 

representaron menos del 5% de los casos. 

Clasificación de riesgo: Acorde a los criterios del NCI de clasificación de riesgo, el 47.7% de 

los casos fueron clasificados como alto riesgo al momento del diagnóstico.  

Mortalidad y recaídas muy tempranas: Durante el primer año de tratamiento murieron un total 

de 54 pacientes (11%). No se observaron diferencias estadísticamente significativas entre el 

grupo de pacientes clasificados como bajo riesgo y alto riesgo (p=0.35). Las principales causas 

de muerte fueron choque séptico, choque hemorrágico y progresión tumoral. El seguimiento se 

realizó para identificar a las recaídas muy tempranas (durante los primeros 18 meses del 

tratamiento). De igual manera, no hubo diferencias estadísticamente significativas en el riesgo de 

recaída entre ambos grupos (p= 0.03)  
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Características clínicas de la cohorte incluída en el análisis de expresión  

 

 

       En el presente estudio se tomó una muestra representativa de la cohorte original, compuesta 

por 63 pacientes. De 53 de ellos se obtuvo muestra de MO sólo al diagnóstico, de seis pacientes 

se obtuvo muestra al diagnóstico y a la recaída (muestras pareadas, una de ellas al día 28) y de 

cuatro casos sólo se obtuvo muestra al momento de la RMT. La proporción de casos del género 

masculino fue mayor en comparación con la población femenina (61.9% vs 38.1% 

respectivamente), con una media de edad de 8.91 años (mediana= 7.66 años). El 61.9% de estos 

pacientes fueron clasificados como de alto riesgo (61.9%), de los 42.85% fueron mayores de 10 

años y 38.1% presentarón una cuenta leucocitaria mayor a 50 x 10
9
 /L al diagnóstico (Tabla 3).  

       Dieciséis pacientes presentaron RMT y 51 pacientes no presentaron recaída. Las recaídas 

ocurrieron en promedio a los 10.6 meses después de la confirmación del diagnóstico por LAL. 

No se observaron diferencias estadísticamente significativas entra la edad, sexo, cuenta 

leucocitaria, grupo de riesgo y rearreglos génicos entre los grupos con y sin recaída, excepto para 

la mortalidad. Ésta última fue mayor en los pacientes que recayeron en comparación con el grupo 

control (62.5% vs 12.76%, respectivamente). Trece pacientes presentaron cuenta leucocitaria 

>100 x 10
9
 /L (mediana= 154 x 10

9
 /L), de los cuales el 38.5% recayó tempranamente. 

     Para los análisis de expresión, se recomienda controlar la variabilidad incluyendo muestras de 

pacientes con alto porcentaje de blastos cuando se emplea MO total [71].  El porcentaje mínimo 

de blastos en MO para nuestro análisis de expresión fue de 50%; sin embargo sólo 6 (5 al 

diagnóstico y 1 recaída) muestras presentaron menos de 75% de blastos en MO al diagnóstico. 

No se observaron diferencias en la variabilidad de los perfiles de expresión atribuibles al 

porcentaje de blastos.  

Perfiles de expresión en pacientes de alto y bajo riesgo  

 

 

       El primer objetivo fue conocer si los pacientes clasificados como de AR y BR bajo los 

criterios de clasificación del NCI, son definidos por perfiles de expresión. Para ello se condujo 

un análisis empleando solo muestras al diagnóstico (n=59), comparando los pacientes 

clasificados clínicamente como AR (n=35) contra los de BR (n=24).  
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       Mediante análisis de agrupamiento jerárquico supervisado se observó la formación de 

clusters correspondientes a cada grupo de riesgo y algunos pacientes mostraron un perfil de 

expresión correspondiente a un grupo de riesgo distinto al asignado clínicamente. Doce pacientes 

clasificados como AR se mezclan dentro del grupo mayoritariamente compuesto por pacientes de 

BR, de los cuales un tercio murió tempranamente (n=4, 33.3%) (Fig. 10). Este análisis demostró 

que 80 genes (47 codificantes y 33 no codificantes) estaban diferencialmente expresados (FC 2, 

 Características clínicas y moleculares n (%) 
 

Género 

M 
F 

39 (61.9) 
24 (38.1) 

Edad (años) 

< 1  
1 – 9.99  
≥ 10  

 2 (3.15) 
34 (54.0) 

27 (42.85) 
WBC al dx (x 10

9 
/ L) 

<10 
10-49.99 
50-99.99 
≥ 100 

19 (30.15) 
20 (31.75) 
  8 (12.70) 
16 (25.40) 

Blastos al dx (%)  

≥70 
<70 

59 (93.65) 
4  (6.35) 

Rearreglos génicos al dx  

ETV6-RUNX1 
TCF3-PBX1 
BCR-ABL1 
No detectados (ND) 

6 (9.52) 
5 (7.94) 

 6  (9.52) 
46 (73.02) 

Clasificación de riesgo (NCI)  

Alto riesgo (AR) 
Bajo riesgo (BR) 

39 (61.90) 
24 (38.10) 

Recaída (muy temprana)  

Sí 
No 

16 (25.40) 
47 (74.60) 

Muerte  

Sí 16 (25.40) 

Total  
 63 (100) 

Tabla 3. Características de la población de estudio para el análisis de expresión 

WBC = White blood cell count (conteo leucocitario en sangre periférica) 

NCI = National Cancer Institute 
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p<0.05), de los cuales 13 genes se encontraron sobre-expresados y 67 sub-expresados en el 

grupo de AR.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Perfiles de expresión entre pacientes de AR vs BR. Mapa de calor que muestra los 107 genes codificantes 

más diferencialmente expresados (FC 1.2, p<0.01) entre pacientes de AR vs BR, empleando solo muestras al 

diagnóstico. Las columnas representan pacientes (1 naranja= AR, 2 verde= BR) y las filas representan genes (rojo = 

sobreexpresado , verde= subexpresado en  pacientes de AR). La intensidad del color refleja el nivel de expresión. 
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Entre los genes más sobre-expresados se encontraron MUC4, MT1X, IKZF2, TAGLN2, SORT1 e 

ITGA5 (FC>2), mientras que algunos de los genes sub-expresados fueron genes de receptores 

olfatorios (OR5P3, OR5P1P, OR5P2), EPHA7, FYB, IFI44L, GAPT, y FLT3. Sin embargo, 

ninguno alcanzó un valor de FDR significativo (p adj>0.05) (Tabla 4). El análisis de ontología 

génica (GO) mostró que los GDE están involucrados en procesos biológicos como metabolismo 

de RNAs no codificantes (p= 3.87e-7) y adhesión célula-sustrato (2.84e-4).  

 

 

 

 

Tabla 4. Lista de los genes con mayor expresión diferencial en pacientes de AR bajo los criterios del NCI.  

Símbolo Nombre Fold Change 

(lineal) 

ANOVA 

p-value 

FDR adj 

p-value 

Genes sobreexpresados 

 

   

MUC4 

MT1X 

IKZF2 

TAGLN2 

SORT1 

ITGA5 

PBX3 

IGFBP7 

RPS26 

Mucin 4, cell surface associated 

Metallothionein 1X 

IKAROS family zinc finger 2 

Transgelin 2 

Sortilin 1 

Integrin alpha 5 

pre-B-cell leukemia homeobox 3 

Insulin like growth factor binding protein 7 

Ribosomal protein S26 

8.76 

2.63 

2.54 

2.37 

2.36 

2.11 

2.07 

2.05 

2.03 

0.000942 

0.015577 

0.018498 

0.012977 

0.043485 

0.005440 

0.010149 

0.028837 

0.003146 

0.977692 

0.977692 

0.977692 

0.977692 

0.977692 

0.977692 

0.977692 

0.977692 

0.977692 

Genes subexpresados  

 

 

 

 

 

 

 

FLT3 

NEGR1 

CYB5R2 

PYHIN1 

CYBB 

GAPT 

IFI44L 

EPHA7 

FYB 

DDX3Y 

OR5P3 

OR5P2 

fms-related tyrosine kinase 3 

neuronal growth regulator 1 

cytochrome b5 reductase 2 

pyrin and HIN domain family, member 1 

cytochrome b-245, beta polypeptide 

GRB2-binding adaptor protein, transmembrane 

interferon-induced protein 44-like 

EPH receptor A7 

FYN binding protein 

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box helicase 3, Y-linked 

olfactory receptor, family 5, subfamily P, member 3 

olfactory receptor, family 5, subfamily P, member 2 

 

-2.87 

-3.31 

-3.37 

-3.53 

-3.94 

-5.10 

-5.28 

-5.49 

-7.27 

-10.88 

-13.31 

-25.30 

0.039815 

0.021458 

0.000641 

0.029865 

0.044588 

0.000162 

0.043997 

0.044170 

0.005530 

0.025863 

0.000624 

0.001384 

0.977692 

0.977692 

0.765953 

0.805756 

0.817681 

0.684407 

0.977692 

0.817681 

0.765953 

0.794446 

0.765953 

0.765953 

 
AR= Alto riesgo 
BR= Bajo riesgo 
NCI= National Cancer Institute  
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Identificación de perfiles de expresión asociados a cuadro clínico de hiperleucocitosis 

 

       Un parámetro considerado de alto riesgo a recaída bajo la clasificación del NCI es la cuenta 

leucocitaria superior a los 50 x 10
9
 /L leucocitos en sangre periférica al momento del 

diagnóstico. No se observaron diferencias en los perfiles de expresión entre pacientes con un 

conteo leucocitario igual o superior a los 50 x 10
9
 /L. Sin embargo, fue posible la identificación 

de un perfil de expresión génica en pacientes con hiperleucocitosis (aquellos con un conteo 

leucocitario mayor o igual a 100 x 10
9
 /L al diagnóstico). Trece pacientes presentaron 

hiperleucocitosis (mediana= 154 x 10
9
 /L), de los cuales el 38.5% recayó tempranamente. Se 

encontró que 407 genes se expresan diferencialmente, de los cuales 301 estaban sobre-

expresados y 106 sub-expresados (FC 1.2, p<0.01) (Fig. 11).  

Figura 11. Perfiles de expresión en pacientes con hiperleucocitosis. Mapa de calor que muestra una lista representativa de los 

genes más diferencialmente expresados (FC 1.5, p<0.005) en pacientes con hiperleucocitosis (≥100 x 10
9
 /L) empleando solo 

muestras al diagnóstico (n= 58).  

1 naranja= ≥100 x 10
9
 /L leucocitos en sangre periférica al diagnóstico 

2 verde= <100 x 10
9
 /L leucocitos en sangre periférica al diagnóstico 

Rojo = sobre-expresado, verde= sub-expresado en  pacientes con cuenta leucocitaria ≥100 x 10
9
 /L. La intensidad del color 

refleja el nivel de expresión. 
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Sin embargo, al igual que el análisis comparando grupos de riesgo, ninguno alcanzó un valor de 

FDR significativo (p adj>0.3). En pacientes con hiperleucocitosis, SEMA6A, ADGRF1, MUC4, 

NT5E, WDR49, SOCS2-AS1, CYGB son algunos de los genes que se encontrarón más sobre-

expresados, mientras que HDGFRP3, IFI44L, ARHGEF12, IGLC7, HMGB3, IGHJ5 y SLC2A3 

estaban sub-expresados (Tabla 5). Los principales procesos biológicos alterados en pacientes 

con hiperleucocitosis están relacionados con adhesión celular (p=1.76e-6) y transducción de 

señales (p= 1.04e-5).  

 

Identificación de subgrupos moleculares mediante agrupamiento jerárquico no 

supervisado 

 

       Se realizó un análisis de agrupamiento jerárquico no supervisado con los datos derivados del 

estudio de las muestras obtenidas al diagnóstico (n=53), ello con el fin de determinar si la 

presencia de los rearreglos génicos definen a un solo subtipo molecular (BCR-ABL1, ETV6-

Símbolo Nombre Fold 

Change 

(lineal) 

ANOVA 

p-value 

FDR adj 

p-value 

Genes sobreexpresados 

 

   

SEMA6A 

ADGRF1 

MUC4 

NT5E 

WDR49 

SOCS2-AS1 

CYGB 

SOCS2 

EMP1 

MTSS1 

sema domain (semaphorin) 6A 

adhesion G protein-coupled receptor F1 

mucin 4, cell surface associated 

5-nucleotidase, ecto (CD73) 

WD repeat domain 49 

SOCS2 antisense RNA 1 

cytoglobin 

suppressor of cytokine signaling 2 

epithelial membrane protein 1 

metastasis suppressor 1 

18.62 

13.31 

10.79 

9.45 

8.91 

6.25 

5.67 

5.59 

4.98 

4.47 

0.005243 

0.000614 

0.009954 

0.000135 

0.000866 

0.000309 

0.003199 

0.001286 

0.001128 

0.003800 

0.779917 

0.414678 

0.81125 

0.317488 

0.476642 

0.365615 

0.683294 

0.560661 

0.532663 

0.710843 

Genes subexpresados  

 

 

 

 

 

 

 

EPSTI1 

TSPYL2 

UAP1 

SLC2A3 

IGHJ5 

HMGB3 

IGLC7 

ARHGEF12 

IFI44L 

HDGFRP3 

epithelial stromal interaction 1 (breast) 

TSPY-like 2 

UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase 1 

solute carrier family 2 member 3 

immunoglobulin heavy joining 5 

high mobility group box 3 

immunoglobulin lambda constant 7 

Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 12 

interferon-induced protein 44-like 

hepatoma-derived growth factor, related protein 3 

-2.59 

-2.61 

-3.04 

-3.36 

-3.37 

-3.87 

-4.02 

-4.78 

-5.12 

-6.67 

0.005476 

0.008776 

0.003620 

0.008542 

0.004446 

0.000418 

0.003504 

0.009700 

0.002130 

0.000290 

0.779917 

0.81125 

0.695816 

0.81125 

0.758077 

0.381372 

0.687056 

0.81125 

0.625979 

0.349792 

 

Tabla 5. Lista de los genes con mayor expresión diferencial entre pacientes con hiperleucocitosis >100 x 10
9

 /L.  
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RUNX1, TCF3-PBX1) o hay heterogeneidad biológica intragrupo, además de identificar nuevos 

subgrupos de LAL. Utilizando los 500 genes con mayor expresión diferencial, no fue posible 

observar claramente los perfiles de expresión correspondientes a cada subtipo, existiendo gran 

heterogeneidad en cada subgrupo (Fig. 12). Mediante análisis de componentes principales se 

comprobó que ETV6-RUNX1 es el grupo con mayor variabilidad en su perfil de expresión en 

comparación a las otras fusiones génicas, siendo el grupo TCF3-PBX1+ el que presentó mayor  

homogeneidad.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Identificación de perfiles de expresión Ph like 

 

       En este trabajo y por su relevancia clínica, un grupo de interés era la identificación de 

pacientes Ph-like. Estos casos, tienen un perfil de expresión (identificado con microarreglos) 

similar a los pacientes que son positivos a BCR-ABL1+ pero no tienen la t(9;22). Para ello, se 

Figura 12.  Análisis de agrupamiento jerárquico no supervisado de los datos de expresión por subtipo molecular. Mapa 

de calor que muestra los 500 genes (filas) más diferencialmente expresados empleando solo muestras al diagnóstico 

(n=58, columnas). (rojo = sobre-expresión , verde= sub-expresión). La intensidad del color refleja el nivel de expresión. 



41 
 

realizó un análisis de agrupamiento jerárquico supervisado comparando las muestras BCR-

ABL1+ contra todas aquellas que resultaron negativas a transcritos quiméricos. Cuatro pacientes 

negativos a BCR-ABL1 forman un cluster junto con 6/7 muestras BCR-ABL1+ lo cual hace 

sugerir la posibilidad de que sean BCR-ABL1 like (Fig. 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Perfil de expresión BCR-ABL1+. Mapa de calor (heatmap) que muestra los 53 genes con 

mayor expresión diferencial entre  pacientes BCR-ABL1+ vs pacientes negativos a translocaciones 

comunes (FC 1.5, p<0.005). Las columnas representan pacientes y las filas representan genes (rojo = 

sobreexpresado , verde= subexpresado).  

1 naranja= Pacientes negativos a translocaciones comunes 

2 verde=  Pacientes BCR-ABL1+ 

* Los casos negativos a translocaciones (color naranja) dentro del corchete son considerados 

pacientes potenciales Ph-like. 

Potenciales Ph-like* 



42 
 

Identificación de biomarcadores de recaída muy temprana  

 

       Con el objetivo de identificar a potenciales biomarcadores de RMT se compararon los 

perfiles de expresión al diagnóstico de aquellos pacientes que presentaron este evento (n=12, 

considerados casos) contra los que no la presentaron (n=47, considerados controles) durante los 

primeros 18 meses posteriores al inicio del tratamiento. Durante el seguimiento de la cohorte, 

solo 12 muestras de pacientes al diagnóstico que presentaron RMT contaron con los criterios de 

calidad de RNA necesarios para el análisis de microarreglos. En este análisis, 641 genes se 

expresan diferencialmente entre ambos grupos (FC 1.2, p<0.01). En pacientes con RMT, 340 y 

301 genes están sobre y sub-expresados, respectivamente (Fig. 14). Algunos de los genes con 

mayor expresión diferencial fueron TFPI, ANKRD20A4, ANKRD20A3, SNX10, GOLGA8A, 

RAB27B y KIT; mientras que BLK, EBF1, BLNK, MSH6, TCL1A, RASD1, y UBASH3B se 

encontrarón sub-expresados. De estos, 208 genes mantuvieron la significancia estadística 

después de corregir por múltiples comparaciones (p adj <0.1) (Fig. 14, 15 y Tabla 6).  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 6. Lista de los genes con mayor expresión diferencial entre pacientes con y sin RMT.  

Símbolo Nombre Fold 

Change 

(lineal) 

ANOVA 

p-value 

FDR adj 

p-value 

Genes sobreexpresados 

 

   

TFPI 

ANKRD20A4 

ANKRD20A3 

KIT 

 

CD36 

LINC00152 

FUCA2 

OR2J2 

EPS8 

TLR3 

Tissue factor pathway inhibitor  

Ankyrin repeat domain 20 family, member A4 

Ankyrin repeat domain 20 family, member A3 

v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral 

oncogene homolog 

CD36 molecule (thrombospondin receptor) 

Long intergenic non-protein coding RNA 152 

Fucosidase, alpha-L- 2, plasma 

Olfactory receptor, family 2, subfamily J, member 2 

Epidermal growth factor receptor pathway substrate 8 

Toll-like receptor 3 

5.12 

3.72 

3.66 

3.04 

 

2.43 

2.09 

1.96 

1.94 

1.9 

1.78 

0.000222 

0.000002 

7.01E-07 

1.91E-04 

 

0.001481 

0.000156 

0.001073 

0.000152 

0.000454 

0.000058 

0.0458 

0.00211 

0.001043 

0.041477 

 

0.098804 

0.03745 

0.085296 

0.037055 

0.059405 

0.024425 

Genes subexpresados  

 

 

 

 

 

 

 

BTK 

ADA 

LY9 

JUP 

CD19 

INSR 

LINC00341 

BLK 

RASD1 

UBASH3B 

Bruton agammaglobulinemia tyrosine kinase 

Adenosine deaminase 

Lymphocyte antigen 9 

Junction plakoglobin 

CD19 molecule 

Insulin receptor 

Long intergenic non-protein coding RNA 341 

BLK proto-oncogene, Src family tyrosine kinase 

RAS, dexamethasone-induced 1 

Ubiquitin associated and SH3 domain containing B 

-2.57 

-2.6 

-2.81 

-2.94 

-3.37 

-3.38 

-3.98 

-5.14 

-9.17 

-11.5 

0.001096 

0.001291 

0.001222 

0.00102 

0.000797 

0.000945 

0.000029 

0.00014 

0.000718 

0.000017 

0.086252 

0.093419 

0.091917 

0.085012 

0.075558 

0.08284 

0.014784 

0.034858 

0.072543 

0.011517 
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Figura 14. Perfiles de expresión en pacientes con recaída muy temprana (RMT). Mapa de calor de los perfiles de 

expresión en pacientes con RMT y pacientes sin RMT. Lista representativa de 94 genes (FC 1.2, p<0.01).Fila = 

pacientes (1 o naranja= Pacientes con RMT; 2 o verde= Pacientes sin RMT). Rojo = sobre-expresado, verde= sub-

expresado. La intensidad del color refleja el nivel de expresión. 
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       El análisis de enriquecimiento de vías mediante el software IPA mostró que en los casos con 

RMT, las principales vías canónicas afectadas son la del desarrollo de células B (p= 2.19E-06), 

papel de NFAT en la regulación de la respuesta inmune (p= 2.23E-05) y señalización del 

receptor de células B (5.31E-05) (Fig. 16). Por otra parte, los principales genes reguladores río 

arriba fueron el complejo NFκB (4.59E-06) y TNF (6.79E-06). Las funciones celulares y 

moleculares fuertemente involucradas en RMT fueron aquellas relacionadas con la muerte y 

sobrevivencia celular, señalización e interacción célula-célula (Fig. 17). 

 

Validación de los GDE en pacientes con RMT 

 

       La validación de los GDE en casos casos con RMT se llevó acabo mediante RT-qPCR, para 

lo cual se incluyeron dos controles por cada caso de RMT. Las características de los controles se 

eligieron considerando que pertenecieran al mismo grupo de riesgo, edad y cuenta leucocitaria 

similares. Los genes seleccionados fueron aquellos que presentaron una mayor expresión 

diferencial entre los grupos evaluados y tomando en cuenta los datos publicados relacionados 

con el desarrollo del cáncer, particularmente con LAL infantil. Dentro de éstos, se incluyeron a 

Figura 15.  Plot de volcán de los genes diferencialmente expresados en 

pacientes con recaída muy temprana (RMT). Se representan aquellos genes 

con un FC> 1.2 y un valor de FDR <0.1. Las cruces rojas y verdes 

representan genes sobre-expresados y sub-expresados en pacientes con 

RMT, respectivamente. En el eje de las X se representa el Fold Change 

mientras que el eje de las Y la significancia estadística (log10 p value).  
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BLNK, EBF1 y ZCCHC7. Este análisis confirmó los hallazgos observados mediante 

microarreglos de expresión (Figura 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Vía de señalización del receptor de células B. En pacientes que desarrollaron RMT, PAX5, EBF1, BLNK, MEF2C y 

BFL-1 se encontraron entre los genes más diferencialmente expresados. La intensidad de los colores verde y rojo representa el 

nivel de sub-expresión o sobre-expresión génica, respectivamente. 
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Figura 17. Red de moléculas identificada mediante Ingenuity Pathway Analysis (IPA) que muestra a 

genes implicados en la sobrevivencia celular y resistencia a apoptosis. La intensidad de color (rojo = 

sobre-expresado, verde= sub-expresado) refleja el nivel de expresión. 

  

Figura 18. Análisis de expresión génica mediante RT-qPCR de EBF1, BLNK, y ZCCHC7. Los niveles de 

expresión fueron calculados mediante 2−ΔΔCt. HPRT fue usado como el gen de referencia.   

Remisión 

Recaída muy temprana 
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Identificación de genes asociados con la recaída 

      

       Se realizó un análisis análisis de agrupamiento jerárquico supervisado contemplando solo las 

muestras pareadas (n=12) al diagnóstico y a la recaída, con el fin de identificar a los genes que 

potencialmente involucrados en la recaída. Se observa que las muestras al diagnóstico de niños 

que presentaron RMT tienen perfiles de expresión muy similares en ambos tiempos, por lo que 

las muestras al diagnóstico se agrupan con su correspondiente muestra al momento de la recaída 

(Fig. 19).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Perfiles de expresión en muestras pareadas al diagnóstico y a la RMT. Mapa de calor que 

muestra los 164 genes con mayor expresión diferencial de la comparación entre muestras pareadas (6 

pacientes) (p<0.05). 

1 naranja= Muestras al diagnóstico 

2 verde= Muestras a la RMT 

Rojo = sobre-expresado, verde= sub-expresado. La intensidad del color refleja el nivel de expresión. 
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       El análisis de vías mostró que los principales procesos biológicos en la recaída se relacionan 

con sobrevida, crecimiento y proliferación celular, y resistencia a la apoptosis. Nuevamente, el 

complejo NFκB fue identificado como uno de los reguladores centrales en los procesos 

involucrados en la recaída de pacientes con LAL, y destacando la sobre-expresión de genes de 

estirpe mieloide como ELANE (FC=27.41, p=0.01), MPO (FC=22.87, p=0.02) y LTF (FC=4.39, 

p=0.02) (Fig. 20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Complejo NFκB como regulador central en pacientes con RMT. Red de moléculas 

identificada mediante Ingenuity Pathway Analysis (IPA) que muestra al complejo NFκB como un 

regulador central en fenómenos de sobrevivencia, proliferación y crecimiento celulares, asociados a 

la RMT en pacientes con LAL pediátrica. La intensidad de color (rojo = sobre-expresado, verde= 

sub-expresado) refleja el nivel de expresión.  
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Identificación de perfiles de expresión asociados a recaída y muerte 

 

       Finalmente, se buscó identificar a los genes involucrados en recaída y además muerte 

temprana. Del análisis anterior de 6 pacientes con muestra pareada (MO al diagnóstico y a la 

recaída), se realizó una comparación entre los casos  que recayeron y murieron vs pacientes que 

recayeron pero permanecen con vida. Solo dos  pacientes con RMT siguen vivos hasta este 

momento (4 muestras totales) (Fig 21). Entre los genes con mayor expresión diferencial están 

MUC4 (FC= 136.37, FDR=0.05), SOX4 (FC= 54.15, FDR=0.05), IGLL1 (FC= 23.29, FDR= 

0.03) y HSH2D (FC= 12.03, FDR= 0.08). El análisis de agrupamiento supervisado muestra que 

los pacientes con recaída y muerte muy tempranas tienen un perfil de expresión distinto a 

aquellos pacientes que recaen pero no mueren. Además, el análisis de vías biológicas identificó 

al gen MYC como uno de los reguladores centrales en pacientes que presentaron mortalidad 

temprana (Fig. 22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Perfil de expresión asociado a mortalidad por RMT. Mapa de calor que muestra 

la comparación de muestras pareadas (12 muestras totales) entre pacientes que murieron 

tempranamente (n=4) vs muestras pareadas de pacientes vivos (n=8)  (p<0.01). 

1 naranja= Muestras pareadas de pacientes que presentaron mortalidad temprana 

2 verde= Muestras pareadas de pacientes con vida 

Rojo = sobre-expresado, verde= sub-expresado. La intensidad del color refleja el nivel de 

expresión. 
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Figura 22. Gen MYC como regulador central en pacientes con mortalidad temprana. Red de moléculas 

identificada mediante Ingenuity Pathway Analysis (IPA) que muestra a MYC como regulador central en 

pacientes que murieron  posterior a la RMT. La intensidad de color (rojo = sobre-expresado, verde= 

sub-expresado) refleja el nivel de expresión.  
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DISCUSIÓN 

       La LAL es la principal causa de mortalidad por cáncer infantil y se encuentra entre  los 

principales motivos de muerte en la población pediátrica de México. A la fecha, la SLE en países 

desarrollados alcanza hasta un 90%, cifras que  mejoraron considerablemente gracias a los 

sistemas de clasificación de riesgo que se implementaron a principios de la década de los 

noventa [69, 102, 103]. Sin embargo, esta clasificación parece no ser tan eficiente en nuestro 

país, ya que las tasas de mortalidad por LAL se encuentran entre las más altas descritas a nivel 

mundial, incluso en comparación con países de Latinoamérica, que cuentan con una 

infraestructura de salud similar a la nuestra [95, 104]. Así mismo, existe una alta proporción de 

casos de AR en nuestra población en comparación con  EEUU (47% vs 25% respectivamente) 

[105]. Además, un alto porcentaje de recaídas ocurren durante el primer año de la enfermedad 

(13.4 vs 4.5% en países desarrollados) [72, 106]. Las variables como el diagnóstico oportuno y el 

apego a los tratamientos, podrían explicar parcialmente este fenómeno, pero estudios 

moleculares realizados de manera independiente han documentado una frecuencia baja de 

biomarcadores de buen pronóstico en pacientes mexicanos [45-47]. Las nuevas tecnologías de 

análisis masivo como los microarreglos de expresión y secuenciación están haciendo posible el 

análisis de miles de genes en un sólo experimento, ofreciendo un contexto global de la 

enfermedad y con ello la posibilidad de identificar nuevos biomarcadores de pronóstico. 

Además, en el estudio de la LAL, los microarreglos han sido de gran utilidad para identificar 

genes y rutas biológicas implicadas en el desarrollo de la leucemia, caracterizar nuevos subtipos 

moleculares con relevancia pronóstica e identificar genes predictores de riesgo a recaída [84-86]. 

Para identificar GDE en pacientes con alto riesgo a recaída, se realizó un estudio de caso-control 

anidado en una cohorte en el que se incluyeron 63 casos diagnosticados con LAL con por lo 

menos 18 meses de seguimiento. A nuestro conocimiento, éste es el primer estudio  del 

transcriptoma en niños mexicanos con LAL. Con la intención de ver si existía correlación entre 

la clasificación clínica de riesgo y los perfiles de expresión, se realizó un análisis comparativo 

entre las muestras de pacientes clasificados como AR vs BR bajo los criterios del NCI. La 

clasificación de riesgo adapta los esquemas de tratamiento con base en las probabilidades de 

riesgo a recaída, administrándose una quimioterapia más intensa para los pacientes con alto 

riesgo a recaída y reservando los esquemas más conservadores para niños con bajo riesgo a 

recaída evitando los efectos secundarios producto de la toxicidad de los fármacos [71]. Los 
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criterios de mayor valor pronóstico son la edad y la cuenta leucocitaria en sangre periférica al 

momento del diagnóstico;  aunque estos parámetros son en cierta medida arbitrarios (alto riesgo 

para mayores de 10 años y/o cuenta leucocitaria superior a 50 x 10
9
 /L), siempre han sido buenos 

predictores independientes de recaída, en particular por su asociación con alteraciones genéticas 

desfavorables [71]. En la población de estudio, el 36% (n=13) de los pacientes de AR murieron. 

Anteriormente se reportó en México que en los pacientes de AR la frecuencia  (22.4% vs 30.1%) 

de recaídas es menor que la de los pacientes de BR pero su proporción (37.2% vs 32.9% de 

mortalidad es mayor) [72]. El análisis de agrupamiento supervisado comparando los pacientes de 

AR vs BR muestra la formación de grupos en función de su clasificación de riesgo, aunque existe 

elevada heterogeneidad dentro de cada grupo (Fig. 10). Trece pacientes clasificados como AR se 

mezclaron en el grupo de BR, de los cuales 5 murieron. Por otra parte, solo un paciente de BR se 

agrupó en el cluster de pacientes de AR, mismo que no presentó recaída ni mortalidad a 18 

meses de seguimiento después de iniciado el tratamiento (Fig. 10). Este análisis muestra que 

existen diferencias biológicas entre los grupos definidos clínicamente como de BR con respecto 

a los de AR, pero además sugiere que esta clasificación no es suficiente. Por ejemplo, los niños 

que fueron clasificados como de AR pero que tenían un perfil de expresión de BR, fueron 

sometidos innecesariamente a tratamientos más agresivos y es posible que ello influyera en un 

desenlace fatal.  En este análisis, ningún gen alcanzó la significancia estadística mediante la 

corrección FDR (<0.1). Sin embargo, algunos de los genes sobre-expresados en pacientes AR 

han sido previamente asociados a cáncer. Entre ellos están MUC4 (FC 8.76, p=0009), una 

glicoproteína de membrana abundantemente expresada en epitelios y cuya desregulación se ha 

observado en varios tipos de neoplasias [107]. Además, se ha encontrado altamente expresado en 

pacientes de alto riesgo a recaída y subtipos Ph-like, tanto en LAL pediátrica como del adulto 

[67, 108].  Otro gen anormalmente expresado fue ITGA5 (FC=2.11, p=0.005), el cual codifica 

para una proteína de la familia de las integrinas que están involucradas en funciones de adhesión 

celular y señalización [109]. En cáncer, estas funciones contribuyen al crecimiento tumoral, 

metástasis y resistencia a quimio y radioterapia; además de que su sobre-expresión tiene valor 

pronóstico en cáncer de ovario, melanoma, gástrico y pulmonar [110]. Asimismo, PBX3 el cual 

también se encuentra anormalmente sobre-expresado en pacientes de AR, ha sido implicado en 

neoplasias hematológicas, específicamente en pacientes con leucemia aguda mieloide y su 

expresión aberrante (mediante mecanismos de desregulación epigenética) se asocia a mal 
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pronóstico, principalmente [111]. La heterogeneidad observada en nuestro análisis de 

agrupamiento ha sido reportada previamente en otros grupos de investigación, reflejando 

posibles huecos en el sistema de clasificación de riesgo. Sin embargo, también han concluido que 

las firmas de expresión entre grupos de AR o BR no han probado ser fiables prediciendo el 

riesgo a recaída y no reflejan diferencias moleculares claras entre ambos grupos [85].  

       Para el siguiente abordaje, decidimos emplear un parámetro que es fundamental en la 

clasificación de riesgo de la LAL, la cuenta leucocitaria al diagnóstico. Aunque los mecanismos 

biológicos involucrados en esta no son del todo conocidos, la hiperleucocitosis (definida por una 

cuenta leucocitaria >100 x 10
9
 /L en sangre periférica) se asocia a elevada carga tumoral. En la 

clínica se presenta con leucostasis, hiperviscocidad y alteraciones metabólicas que generan 

complicaciones severas como hemorragias intracraneales, leucostasis pulmonar, y síndrome de 

lisis tumoral [71, 112].    Los pacientes con hiperleucocitosis tienen mayor riesgo de recaída y de 

muerte temprana [113]. Reportes en nuestro país indican que una cuenta superior a los 100 x 10
9
 

/L es el principal factor asociado a eventos de recaída y muerte [72]. Interesantemente, los 

pacientes  sin hiperleucocitosis  que se agruparon con los pacientes con hiperleucocitosis,  

murieron, tres de ellos sin presentar RMT previa (Fig. 11). Mientras tanto, 2/3 pacientes con 

hiperleucocitosis que  se agruparon en el grupo contrario,  permanecen con vida hasta el 

momento (Fig. 11). En nuestro análisis que comparó pacientes con hiperleucocitosis >100 x 10
9
 

/L con respecto a los que presentaron, no se  observaron GDE con un valor de FDR significativo  

(FDR>0.3),  aunque varios de estos también se han asociado  al cáncer y mal pronóstico. Un 

ejemplo es el gen NT5E (5-nucleotidasa, CD73), sobre-expresado en los pacientes con 

hiperleucocitosis (FC= 9.45, p=0.0001), el cual codifica para una proteína que cataliza la 

conversión de nucleótidos extracelulares para su importación hacia las células; este gen, se ha 

encontrado altamente expresado en tumores de colon, pulmón, páncreas y ovario, y se ha 

demostrado que juega un papel importante en la modulación del microambiente tumoral 

mediante mecanismos que inhiben la respuesta inmune, por lo que su sobre-expresión está 

asociada a mal pronóstico [114, 115]. En leucemias, su expresión se ha relacionado con el 

subtipo y grado de diferenciación en LAL, pero también hay reportes de que su expresión 

diferencial no tiene un valor pronóstico en esta entidad [116]. SEMA6A, fue el gen con mayor 

sobre-expresión (FC=18.62, p=0.005) en casos con hiperleucocitosis. Este gen se ha encontrado 

sobre-expresado en pacientes pediátricos con LAL con muy alto riesgo a recaída [88, 117]. Al 
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igual que los pacientes de AR, genes como ITGA5, PBX3 y MUC4 (FC=1.95, 1.99 y 8.21, 

respectivamente) también están sobre-expresados en pacientes con hiperleucocitosis (Tabla 5). 

El análisis de GO mostró que los principales procesos biológicos afectados en hiperleucocitosis 

se relacionan con adhesión celular y transducción de señales. En conjunto, ITGA4, ITGA5, 

MUC4, UBASH3B, NT5E y ENG son algunos de los genes con participación en fenómenos de 

adhesión celular según el análisis de GO. Los procesos de adhesión e interacción célula-célula 

son  cruciales en la interacción de células leucémicas con el nicho hematopoyético. Este nicho 

provee un “santuario” que protege a las células leucémicas del tratamiento, aumenta sus 

capacidades de sobrevivencia y estimula estados de quiescencia (de la misma forma en que 

ocurre con las células troncales hematopoyéticas) que les permiten evadir los efectos de la 

quimioterapia [118, 119]. De hecho el gen FBXW7, que se encuentra sobreexpresado (FC=2.6, 

p=0.004) en pacientes con hiperleucocitosis  se ha relacionado con funciones de mantenimiento 

de quiescencia en células troncales normales y tumorales, y su deleción constitutiva en modelos 

animales promueve la apoptosis e inhibe la progresión tumoral de células leucémicas [120, 122]. 

Es interesante hacer notar que en la actualidad, las moléculas de adhesión como las integrinas, 

selectinas, cadherinas y factores solubles son ya considerados potenciales blancos terapéuticos 

[123].   

       El siguiente abordaje tuvo como objetivo el identificar las firmas de expresión por subtipo 

molecular, así como la identificación de subgrupos en pacientes negativos a translocaciones 

comunes. En nuestro estudio se incluyeron pacientes positivos a los rearreglos génicos más 

comunes y con mayor relevancia pronóstica en la clínica (ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, BCR-

ABL1, detectados por RT-qPCR), además de casos negativos a estos transcritos quiméricos. 

Primero se realizó un análisis de agrupamiento jerárquico no supervisado para identificar 

subgrupos moleculares basados en los perfiles de expresión. Con este análisis se observó una 

gran heterogeneidad biológica en las muestras analizadas, siendo  el subgrupo ETV6-RUNX1+ el 

más heterogéneo y el TCF3-PBX1+ el más homogéneo. Además, algunas muestras negativas a 

estos genes quiméricos se agrupan con muestras que son positivas a los trascritos quiméricos 

evaluados (Fig. 12). Este mismo comportamiento se observó cuando se realizó el análisis 

jerárquico supervisado.  En México, ETV6-RUNX1 (considerado de buen pronóstico) tiene una 

de las frecuencias más bajas reportadas en todo el mundo, representando entre el 7 al 13.5% de 

los casos  [45-47]. En nuestra cohorte, solo estuvo presente en el 8.5% de los casos.  Aunque no 
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se descarta la posibilidad de que nuestros hallazgos estén influenciados por la presencia de 

linfocitos T y células mieloides no leucémicas en las muestras de MO (ya que no purificamos los 

linfocitos por la poca cantidad de muestra obtenida), la heterogeneidad biológica observada  

puede ser explicada por distintos factores. Una de ellas es la posible presencia de subtipos 

moleculares que recientemente se han identificados como ETV6-RUNX1-like y Philadelphia-like 

(Ph-like). En ambos casos, los pacientes tienen un perfil de expresión similar al de los casos 

positivos a ETV6-RUNX1 y BCR-ABL, pero sin la presencia de las translocaciones t(12;21) y 

t(9;22), respectivamente, [88-90, 124]. Interesantemente, Lilljebjörn y cols. reportaron que 20% 

a 30% de la LAL pre-B no puede ser clasificada dentro de ninguno de los subtipos moleculares 

identificados a la fecha si no se usan herramientas de análisis masivo [124]. De hecho, en un 

estudio reciente de secuenciación del transcriptoma se reportó que 12% de la LAL pre-B 

presentan un fenotipo “ETV6-RUNX1-like” [125]. Estos pacientes se caracterizan por ser 

portadores de alteraciones en IKZF y ETV6 [124].  De la misma manera, el subtipo Ph-like se ha 

descrito en el 10-15% de los casos con LAL pediátrica [11]. Este subtipo molecular  fue 

identificado con microarreglos de expresión pero su confirmación de Ph-like se realiza mediante 

secuenciación masiva, dada la gran variedad de alteraciones genéticas que desregulan la 

actividad de distintos receptores de citocinas y proteínas tirosina cinasas [11]. Los pacientes Ph-

like se clasifican como de mal pronóstico y alto riesgo a recaída son tratables con terapia dirigida 

con ITC y es un subtipo que se ha reportado como con alta prevalencia en poblaciones hispanas 

en EE.UU [90]. Considerando las implicaciones en el pronóstico de este subtipo molecular y 

para identificar a los pacientes posibles positivos a este fenotipo, realizamos un análisis 

supervisado comparando solo los pacientes BCR-ABL1+ contra los pacientes sin translocaciones 

génicas detectadas. Cinco de seis pacientes BCR-ABL1+ se agruparon en un cluster, con otros 4 

(potenciales Ph-like) pacientes negativos a translocaciones  mezclados dentro de este grupo (Fig. 

13). E pronóstico de estos 4 pacientes (potenciales Ph-like) fue desfavorable, ya que todos 

presentaron RMT y tres de ellos murieron. Sin embargo, para confirmar este fenotipo es 

necesaria la secuenciación del transcriptoma de estos pacientes.  

       La recaída es indudablemente el mayor obstáculo para disminuir las tasas de mortalidad por 

LAL, ya que el pronóstico es desfavorable para los pacientes que recaen muy tempranamente, 

cuya SLE a 3 años no supera el 10% aún con el uso de los tratamientos más intensivos de 

quimioterapia [93, 126]. En nuestro país, el 26.2% de los pacientes con LAL presentan recaída, y 
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acorde a las datos recientes de nuestro grupo de investigación, la frecuencia de recaídas durante 

el primer año post-diagnóstico inicial es hasta tres veces mayor en comparación con lo que se ha 

descrito  en países desarrollados (13.4 vs. 4.5%, respectivamente) [72, 106]. El análisis 

multivariado muestra que en nuestra cohorte la mortalidad en los pacientes con RMT es 

significativamente más alta que en pacientes que no la presentan (p= 0.03). Los microarreglos de 

expresión  han demostrado ser una herramienta útil para identificar a pacientes con alto riesgo a 

recaída y pobre respuesta al tratamiento [67, 86]. Con el objetivo de identificar biomarcadores 

que permitan predecir el riesgo a recaída en nuestra población y con ello reducir la mortalidad 

por LAL en México, se realizó un análisis supervisado comparando muestras al diagnóstico de 

pacientes que presentaron RMT contra aquellos que no la presentaron. Algunos de los genes con 

mayor expresión diferencial fueron EBF1, BLNK, BLK y PAX5, que se encuentran sub-

expresados en pacientes con RMT  (Figs. 14-16). Estos genes se encuentran frecuentemente 

alterados en LAL preB, y se ha descrito que mutaciones en estos genes son eventos cooperativos 

necesarias para el completo desarrollo de la leucemia [127, 128]. PAX5 posee un rol dual, 

dirigiendo la activación de genes específicos de linaje B y reprimiendo la expresión de genes de 

otros linajes hematopoyéticos [129]. Diferentes tipos de alteraciones (deleciones, mutaciones 

puntuales, fusiones génicas) resultan en la pérdida de su función [130, 131]. Aunque PAX5 está 

mutado en alrededor del 30% de los casos, algunos grupos de investigación han descrito que no 

tiene significancia pronóstica de riesgo a recaída [61, 89]. Sin embargo, su sobre expresión en 

nuestro estudio sí parece estar asociada a RMT. Por otra parte, EBF1 (FC= -5.34, p=001), que 

también es esencial para el desarrollo linfoide (estadios pre-proB) e induce la transcripción de 

PAX5, es un blanco frecuente de deleciones en recaída y  la pérdida de su función se asocia a un 

alto riesgo a recaída y resistencia al tratamiento [89]. Además, en  modelos in vitro e in vivo se 

ha observado que la disminución o pérdida total en la función de EBF1 genera daño al DNA y 

activa la expresión de genes de estirpe mieloide [132]. Otros genes sub-expresados en pacientes 

con RMT fueron BLNK (FC= -5.61, p=0.002) y BLK (FC= -5.14, p= 9.9E-5) (Fig 16). BLNK 

codifica para una proteína adaptadora de la vía de señalización del receptor BCR, y mutaciones 

en este gen generan un bloqueo completo de la diferenciación de linfocitos en la etapa de 

transición pro-B a pre-B en humanos [133, 134]. En ratones, la pérdida de su función resulta en 

la activación. Por su parte, el gen BLK es considerado como un protooncogen por su actividad 

tirosina cinasa y su papel en la proliferación y diferenciación de células B. Sin embargo, 
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recientemente se reportó que BLK actúa como supresor tumoral y que su inhibición favorece la 

proliferación de células troncales leucémicas de linaje mieloide [135]. La sub-expresión de estos 

genes cruciales para el desarrollo del linfocito B, parecen apuntar a que los blastos leucémicos en 

pacientes con RMT tienen un mayor grado de des-diferenciación que los pacientes que no 

recaen. Por eso, llama nuestra atención la disminución en la expresión de genes como BLK o 

FBXW7, que han sido asociados a fenotipos troncales en otros tipos de leucemia. Este modelo de 

célula troncal tumoral, en el cual una población reducida de células tumorales con capacidades 

troncales es capaz de iniciar y recapitular la enfermedad (análogo al proceso de la 

hematopoyesis) ha sido complicado de caracterizar en la LAL, en buena medida por la 

diversidad genética de la enfermedad y/o a modelos inapropiados para la identificación de estas 

poblaciones celulares en este tipo de leucemia [136, 137]. De hecho se cree que algunos tipos de 

LAL, especialmente aquellos que co-expresan marcadores linfoides y mieloides (linajes mixtos), 

surgen de progenitores hematopoyéticos más inmaduros. En este contexto, otro fenómeno 

importante a considerar es el de la plasticidad celular, como ha sido documentado el origen de 

linajes mixtos y expresión de marcadores mieloides en recaídas de leucemias linfoides [138]. 

Dado que existe una desregulación en el programa de diferenciación de linfocitos B, no resulta 

extraño que la ausencia de estos factores de transcripción vaya a la par de la presencia de 

marcadores de otros linajes hematopoyéticos, especialmente mieloides. En nuestro estudio, genes 

como KIT y MPO, asociados a estirpes mieloides, también se encontraron sobre-expresados en 

pacientes con RMT. De hecho KIT fue uno de los genes más sobre-expresados (FC=3.04, 

p=1.91E-04), y concuerda con reportes previos en los que su expresión se considera un marcador 

de mal pronóstico [139]. Esto puede ser relevante, considerando que existe ensayos en fase 

preclinica que están evaluando el uso de inhibidores de KIT para el tratamiento del cáncer [140]. 

Como es característico del cáncer, la resistencia a apoptosis y la sobrevivencia celular, también 

fueron rutas biológicas alteradas en pacientes con RMT (Fig. 17). El complejo NFκB, así como 

p53, fueron identificados como algunos de los reguladores centrales de estos mecanismos. La 

familia de factores de transcripción NFκB, puede inducir la expresión de proteínas anti-

apoptóticas como BCL-XL y BFL-1 y suprimir la actividad de proteínas inductoras de apoptosis 

de la familia BAX [141, 142]. Este conocimiento puede ser de relevancia terapéutica, dado que 

el uso de terapias dirigidas que inhiban la activación de este complejo es una alternativa que debe 

ser considerada [143, 144].  
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       Por otro lado, una de las causas fundamentales de la recaída es la resistencia intrínseca al 

tratamiento; aunado a ello, los blastos leucémicos suelen ser más resistentes a la quimioterapia 

durante la recaída [80]. Con estudios cuyo objetivo fue el rastrear el origen clonal de la 

enfermedad, se ha sugerido que los blastos leucémicos que conducen a la recaída están presentes 

desde el diagnóstico (en bajos niveles) y que fue resistente al tratamiento de inducción o que son 

clonas que adquirieron resistencia por la acumulación de alteraciones genómicas post-

tratamiento [63]. En nuestro estudio, genes como RASD1 (Ras-related dexametasone induced 1), 

MSH6, BLVRB, NR3C1 y S100A9, los cuales han sido asociados a resistencia, se encuentran 

anormalmente expresados desde el diagnóstico en pacientes que recayeron.  Uno de los genes 

con mayor expresión diferencial fue RASD1, cuya sub-expresión se relaciona con resistencia a 

dexametasona. El producto de este gen  forma parte de la familia de GTPasas pequeñas de la 

familia Ras, promueve la apoptosis e inhibe el crecimiento celular [145]. Se ha reportado en 

mieloma múltiple que el silenciamiento de RASD1 por metilación puede jugar un papel en la 

resistencia a la dexametasona, mientras que su sobre-expresión en líneas celulares de glioma 

inhibe la invasión y migración mediante la inactivación de la vía AKT/mTOR [146, 147]. MSH6 

es otro de los genes más sub-expresados en pacientes con RMT es un componente de la vía de 

reparación del DNA por mismatch y en modelos in vitro, la reducción en su expresión en LAL 

fue asociada con resistencia a la mercaptopurina y prednisona [83]. Este gen es blanco frecuente 

de deleciones a la recaída, por lo que no descartamos que los hallazgos de sub-expresión de 

MSH6 en nuestros pacientes sea consecuencia de la presencia de deleciones de MSH6 en ellos 

[80]. Por otra parte, el gen BLVRB es un receptor de membrana que participa en el catabolismo 

del grupo hemo [148]. Su sobre-expresión también ha sido asociada con resistencia a prednisona 

en líneas celulares de leucemia [149, 150].  Dado que la prednisona, mercaptopurina y 

dexametasona son fármacos de primera línea en el tratamiento de los niños con LAL, la 

alteración en la expresión de RASD1, MSH6, BLVRB, NR3C1 y S100A9 es un factor serio a 

considerar antes de iniciar el tratamiento con esquemas terapéuticos que incluyan estos fármacos 

[151].  

       Aunque es necesario validar los resultados en una muestra independiente, nuestros hallazgos 

aportan evidencia de que la clona leucemica que conduce a la RMT se encuentra desde el inicio 

de la enfermedad y que existe resistencia intrínseca en los blastos leucémicos que conducen a la 

recaída. Estas observaciones también se vieron fortalecidos por los resultados derivados del 
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análisis comparativo de los perfiles de expresión obtenidos de las muestras que se colectaron al 

diagnóstico y de las muestras de recaída. En este análisis pudimos observar que estas muestras 

tienden a estar agrupadas (Fig. 19), es decir las muestras del mismo individuo (diagnóstico y 

recaída) presentan perfiles de expresión similares (Fig. 19). Lo anterior concuerda con un estudio 

en donde reportaron que es más probable que los perfiles de expresión de las recaídas tempranas 

sean más parecidos a su correspondiente muestra al diagnóstico [92]. El aumentar el número de 

muestras, así como una validación apropiada en una cohorte independiente fortalecerá la 

propuesta de emplear estos genes como potenciales biomarcadores de riesgo a RMT.  

       Finalmente, identificamos que los perfiles de expresión también son útiles para detectar 

diferencias biológicas entre los pacientes con recaída y muerte muy temprana  y los casos que 

sólo sólo presentaron RMT (Fig. 21). En este análisis los genes MUC4, SOX4 e IGLL1 fueron 

los más sobre-expresados en los pacientes que murieron tempranamente. Estas diferencias son 

incluso observables desde el momento del diagnóstico, como es el caso del gen MYC que fue 

identificado mediante análisis de vías como uno de los principales reguladores transcripcionales, 

así como SOX4, cuya expresión correlaciona con mal pronóstico en LAL y LAM [152, 153]. 

MYC, uno de los oncogenes mejor caracterizados en cáncer y marcador de diagnóstico en cáncer 

de mama, linfoma no hodgkin agresivo y cáncer oral [154]. MYC se encuentra sobre-expresado 

desde el momento del diagnóstico en pacientes que presentaron RMT y que posteriormente 

murieron (Fig. 22).  

       Hay que resaltar que uno de los motivos por los cuales es conveniente realizar este tipo de 

estudios en pacientes mexicanos con LAL se debe a que, aún con los avances logrados, existe 

discrepancia entre los resultados obtenidos por microarreglos de expresión entre distintos grupos 

de investigación [155]. Presentamos el primer estudio del transcriptoma en población pediátrica 

mexicana con LAL, y a nuestro conocimiento es apenas el segundo en el mundo que se realiza en 

pacientes con LAL y RMT [156]. En el estudio realizado por Kirschner-Schwabe y cols., se 

dedicaron a identificar diferencias entre los perfiles de expresión de recaídas tardías y muy 

tempranas, por lo que nuestro estudio es el primero en realizarlo para identificar potenciales 

casos con riesgo a RMT desde el momento del diagnóstico. Por otra parte, en un meta-análisis 

realizado por Chow y cols., en el que mediante un minado de bases de datos analizaron los 

perfiles de expresión de muestras pareadas de LAL preB (al diagnóstico y a la recaída) [153].      

Comparando nuestro análisis con los genes obtenidos de ese estudio, LTF, CXCL12, CEACAM6, 
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MPO, HLA-DQB1 fueron los únicos genes replicados en ambas cohortes, además de otros genes 

involucrados en inhibición de apoptosis y regulación del ciclo celular como AURKA, BIRC5 y 

CCNB2, cuya expresión se encuentra alterada a la recaída. Diferencias en estos hallazgos pueden 

estar influenciadas por el uso de MO total total en nuestro estudio, por lo que la purificación de 

células leucémicas debe ser priorizada en futuros análisis, especialmente para la validación de 

potenciales biomarcadores.  

        Es necesario seguir destinando esfuerzos para realizar análisis genómicos en niños 

mexicanos con LAL, ampliar los tamaños de muestra de tal manera que los hallazgos se 

traduzcan en conocimiento aplicable en la clínica y que impacte en la salud de los pacientes con 

LAL de nuestra población, ya que muchos de los genes aquí identificados pueden considerarse 

como potenciales biomarcadores de alto riesgo a RMT, así como blancos terapéuticos para el 

tratamiento de la recaída por LAL. 
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CONCLUSIONES 

 

1. Con base en los perfiles de expresión, no es posible observar diferencias al comparar 

grupos basados en la clasificación de riesgo. No obstante, algunos genes como MUC4, 

ITGA5 y PBX3 han sido previamente asociados a grupos de alto riesgo a recaída en 

pacientes con LAL infantil.   

2. Los pacientes con hiperleucocitosis (>100 x 109 /L), los cuales tienen alto riesgo a 

recaída y muerte, tienen un perfil de expresión definido caracterizado por la sobre-

expresión de genes relacionados con señalización y adhesión celular (ITGA4, ITGA5, 

SEMA6A, MUC4, NT5E), y por la presencia de genes que han sido asociados al 

mantenimiento de quiescencia e inhibición de la apoptosis (FBXW7).  

3. Existe gran heterogeneidad genómica en los subtipos moleculares evaluados, definidos 

por las translocaciones presentes (ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, BCR-ABL1). Es necesario 

prestar especial atención a ETV6-RUNX1, rearreglo génico de buen pronóstico que define 

un subtipo altamente heterogéneo en nuestro estudio y que no posee un perfil de 

expresión definido.  

4. Existe la presencia de subtipos moleculares reflejados a nivel de expresión en pacientes 

negativos a translocaciones comunes, lo que lleva a la necesidad de seguir empleando 

herramientas genómicas para la identificación de subtipos no descritos en nuestra 

población con relevancia pronóstica. 

5. El subtipo BCR-ABL1  define un perfil de expresión que incluye pacientes negativos a las 

translocaciones evaluadas. Estos casos, potenciales BCR-ABL1 –like (Ph-like), 

presentaron RMT y tres de ellos murieron. La secuenciación del transcriptoma es 

necesaria para establecer el diagnóstico de Ph-like así como la identificación de las 

alteraciones genéticas presentes.  

6. Genes relacionados con la diferenciación linfoide (EBF1, BLNK, BLK), resistencia al 

tratamiento (MSH6, BLVRB, RASD1, S100A9, NR3C1) y procesos antiapoptóticos  (genes 

de la vía NFkB, p53) están asociados a la RMT. En estas recaídas, las evidencias apuntan 
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a una resistencia intrínseca al tratamiento, por lo que estos genes deben ser más 

estudiados para conocer su contribucion al fenómeno de quimiorresistencia. 

7. Los perfiles de expresión en pacientes con RMT son muy similares a su contraparte al 

diagnóstico, por lo que se sugiere la presencia de una población residual de células 

leucémicas o la presencia de una subclona preleucémica pueden estar relacionadas en el 

desarrollo de la RMT.  

8. Los pacientes que recaen y mueren muy tempranamente durante el tratamiento tienen un 

perfil de expresión distinto a los que recaen pero permanecen vivos. El gen MYC es un 

regulador central en procesos de sobrevivencia en pacientes con mortalidad temprana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



63 
 

PERSPECTIVAS 

1. Validar en una cohorte independiente los perfiles de expresión asociados con AR, 

hiperleucocitosis, RMT y mortalidad temprana.  

2. Mediante secuenciación de transcriptoma con RNA-seq, confirmar el perfil Ph-like. 

3. Caracterizar las alteraciones genéticas presentes en pacientes negativos a las 

translocaciones comunes.  

4. Mediante RNA-seq, identificar las alteraciones estructurales presentes en los pacientes 

con RMT, especialmente de los genes involucrados en el desarrollo linfoide y resistencia 

al tratamiento.  
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ANEXOS 

ANEXO A: Publicación de artículo científico 

 

1. Arch Med Res. 2016 Nov;47(8):644-655. doi: 10.1016/j.arcmed.2016.12.005. 

Gene Expression Profiling of Acute Lymphoblastic Leukemia in Children with Very Early 

Relapse. 

 

Núñez-Enríquez JC, Bárcenas-López DA, Hidalgo-Miranda A, Jiménez-Hernández E, Bekker-

Méndez VC, Flores-Lujano J, Solis-Labastida KA, Martínez-Morales GB, Sánchez-Muñoz F, 

Espinoza-Hernández LE, Velázquez-Aviña MM, Merino-Pasaye LE, García Velázquez AJ, 

Pérez-Saldívar ML, Mojica-Espinoza R, Ramírez-Bello J, Jiménez-Morales S, Mejía-Aranguré 

JM; MIGICCL.  

 

Background and Aims. Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common childhood 

cancer worldwide. Mexican patients have high mortality rates, low frequency of good prognosis 

biomarkers (i.e., ETV6-RUNX1) and a high proportion is classified at the time of diagnosis with a 

high risk to relapse according to clinical features. In addition, very early relapses are more 

frequently observed than in other populations. The aim of the study was to identify new potential 

biomarkers associated with very early relapse in Mexican ALL children through transcriptome 

analysis. 

Methods. Microarray gene expression profiling on bone marrow samples of 54 pediatric ALL 

patients, collected at time of diagnosis and/or at relapse, was performed. Eleven patients 

presented relapse within the first 18 months after diagnosis. Affymetrix Human Transcriptome 

Array 2.0 (HTA 2.0) was used to perform gene expression analysis. Annotation and functional 

enrichment analyses were carried out using Gene Ontology, KEGG pathway analysis and 

Ingenuity Pathway Analysis tools.  

Results. BLVRB, ZCCHC7, PAX5, EBF1, TMOD1 and BLNK were differentially expressed 

(fold-change >2.0 and p-value<0.01) between relapsed and non-relapsed patients. Functional 

analysis of abnormally expressed genes revealed their important role in cellular processes related 

to the development of hematological diseases, cancer, cell death and survival and in cell-to-cell 

signaling interaction. 
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Conclusions. Our data support previous findings showing the relevance of PAX5, EBF1 and 

ZCCHC7 as potential biomarkers to identify a subgroup of ALL children in high risk to relapse. 

2016 IMSS. Published by Elsevier Inc. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



81 
 

 

 

-~ _. ,-"~ ,~""""" 
OO'G.!-"'L ...-ncu 

• . ,;»;..,. o, M';;'" 
Ro,,, .. " 

G""" E.o.p" ....... , P,Qfo lo.¡, Qf ",",u ' e Ll' '' '~;'' L,uk .. '¡ . MI O>iU." 
""ro 'k,), ' ;>01 1 R~I""", 

, ... O- _n,b .... : DI." Al,., li.".,.<-LIp<," ..,~ M""' __ ' 
." . nw'" nu,j _ : ' ''"'' <;ro . .. ~ ......... ' "'" "","-,-0)06>: 

._ .~ •• """-'--..... : Oo.""', "'" ......... __ ...... .. ~ " ..... ---..,' 
l-.~"' v · . " a __ ' ....... .. . . " . ' , . " ... ' ....... "' ...... ",~..-.,!: u ,;a'"" ...... ~ ... ..:.!.._~, ...\ . ..... l'I....o..:.r,' .. ., ... ·.E,· " ru;.'--.... ..... "' ,,.~ ,.-.. ........ .. 

..... ,_ ... .. ~",,,, .... '¿L ' ... ,III<ICCL ' 

, , 

'~N",_ ,_. ~. ___ ~. ~." • • • ~....-. 

- -= .. ----~'-o...--~ "'- '--'_ ,"-w __ ... _ ............. -_. __ .... _.,,,, ... _"' ..... ,-- , .. , 
o, ,,, ..... , , • """" • ""-* __ _ 
. .... ..... _ .,..... ,_. --

.~- .. _~ .. , ~ --~ .... -::".::: =-"'-,,; :"-' ..... ...:. -- '.......: ' w_ . .... _~_k,'_ ". ""'_ ~, _ ._ ... ~-, ~ .. ... ... ,~,.,-.... - - ,-
. M _ _ .... __ . _ ... ..... ~ .. _ ... 

•• • ~_a. ' • .,~. '''Q' 



82 
 

 

 

Gene E.'1ue.nhm Pmfilillg (Ji Early RellIp,w(1 AU "" 
Annotation and functional enrichmenl analyses were carried oul using Gene Ontology, 
KEGG palhway anal ysis and Ingenuity Pathway Analysis 10015. 

Results. BLVRB. ZCCHC7, PAX5. EBF1 , TMODl and BLNK were differenlially ex
pressed (fold-change >2.0 and fJ value < 0.01) belween relapsed and non-relapsed pa
tients. Functional analysis of abnonnal1 y expressed genes revealed Iheir importanl role 
in cel1ular processes related 10 Ihe development 01' hematological diseases, cancer, cell 
dealh <lnd survival and in cell -Io-cell signaling inlenlction. 

COIlc1I1.ÚOIlS. Our data supporl previous findings showing Ihe relevance of PAX5, EBF 1 
and ZCCHC7 as potential biomarkers lO identify a subgroup of AL L children in high ri sk 
lO relapse . © 2016 IMSS. Publi shed by Elsevier lnc. 

Key \Vom.f: Acule lymphoblaslic leukcmia. Gene cxprcssion profiling. Childrcn. Vcry ear[y relapsc. 
Biomarkers. 

lnlroduclion 

Acute lymphoblaslic leukemia (A LL) is the mosl common 
childhood cancer worldwide (1). Mexico has one of the 
highest ALL incidence rales reported (2) and it is one of 
the few countries in which mortali ty has nOI been rcduced 
despite of using the same chemol herapy regimens Ihan in 
developed countries (3.4). In previous studies, we reponed 
thal at Ihe lime of diagnosis. almost half of ALL Mexican 
children are classified as having high ri sk of relapse accord
ing to clin ical criteria (5.6) and <20% are identified as pos
itive fo r one of the fo ur most common gene rearrangemenls 
(E7V6-RUNX1, TCF3-PBX/ , BCR-ABLI and MLL rear
rangemenls) associated with ALL prognosis (5). On the 
other hand, in developed countries, only one third of pa
lienls are classified as having a high risk of relapse al Ihe 
time of diagnosis (7) and in 32% one of the four most com
mon gene rcarrangemenls mentioned aboye is detecled (8). 

Moreover, relapse is one of Ihe main obslacles for 
achieving better survival rales in our population. Relapses 
occur in 26.2% of Mex ican ALL pediatric patient<¡ (9). NOIe
wonhy, lhey frequently occur in patients of standard risk 
group (55%) and very early during trealment (9), highlighling 
the importance of improving current clinical and molecular 
prognostic stratification in Mexican children with ALL 

Global gene expression profiling has been used in olher 
populalions to identify new polential genetic biomarkers asso
ciated with relapse in ALL ped iatric patients ( 10- 12). This 
methodology has also revealed possi ble mcchani sms involved 
in relapse (13. 14). FLT3, X/A? CCNB2. IKEKG. LlMS1, 
TEGT. DEFAJ-3. SH3, BP5, TOSO. sun1ivin, TOP2A, cJclin 
El , ele. are some examples of genes thal have been reponed 
as abnonnally ex pressed in relapsed ALL (15- 17) . The aim 
of Ihi s study was lo perfonn a lranscriplome analysis in very 
early relapsed ALL childrcn in order to identify new polential 
biomarkers associated with this outcome in our population. 

Materials and Melhods 

Patiellts 

Mexican Inler- Inslitutional Group for the Identification of 
Causes of Childhood Leukemia (MIGICCL) conducted a 

mul ticenter cohort study of patients aged < 17 years with 
newly diagnosed ALL between August 1, 2014 and Jul y 
30, 20161reated in Mexico Cily public hospitals. Diagnosis 
of ALL was based on the morphologic and immunopheno
typic features of leukern ic cells. Bone marrow samples 
(BMS) at the time of diagnoslic conf1nnation andlor at 
Ihe time of very early relapse (VER) were galhercd. 

C/inical Data Collectiol/ 

Information regarding gender, age at diagnosis, white blood 
cell count (WBC), percentage of leukemic bJasls in bOlle 
marrow, immunophenolype, and dates of ALL diagnosis, 
trcatment initiation, last visit, death, and relapse was 
collected from the patients' c1inical charts. 

Risk cl assification at the time of diagnosis was ba<¡ed on 
Ihe National Cancer lnstilule (NCI) risk crilcria. Patients be
tween 1 and 10 years old and with a leukocyle count <50 x 
109/L were classified as NCI slandard-risk, whereas Ihose 
aged ~ 1 O years or wilh a leukocyte counl ~50 x J091L were 
classifi ed as NCI high-risk, as previously was described (6). 

Very early bone marrow retapse wa<¡ defined when a pa
tienl who reached firs l com plete remission (CR) prcsented 
~25% Iymphoblasls in abone marrow aspirate wilhin the 
fi rsl 18 months after diagnostic confinnation. Very early cen
lral nervous syslem (CNS) rclapse was characlerized as the 
presence of morphologically identified Iymphoblasts 0 11 

smears of cerebrospinal fluid (CSF) cytocentrifuged prepam
tions with a CSF mononuc1ear cell count > 5/p l or as the ev
idence of tumor infiltration in Ihe CNS following the first CR 
during lhe firsl 18 monlhs after ALL diagnosis (18). 

Approval by the National Scientific Research and Elhics 
Commiuee was oblained wilh lhe number R-20 13-785-068. 
Writlen informed consenl was obtained from Ihe child's par
enls and assenl was oblained from palients ~8 years of age. 

RNA lso/alion and Gene Rearnmgement Deteclioll 

White blood cells from bone malTow were treated with 
TRi zol reagent (Invitrogen Ufe Technologies) and stored 
al - 80"C. Total RNA was eXlraclcd and purified using stan~ 

dard protocols. Wi lh a conventional RT-PCR, chimeric 



83 
 

 

 

646 Núñ ez-E"riq"ez el al.! An;hil'e,t of Mcdif;af Re.l'carclr 47 (20 16) 644-655 

gene detection (ETV6-RUNXI. TCF3-PBXI . BCR-A BLI ) 
was pcrformcd bascd on protocols prcviously pubJished (5). 

RNA Prepllfarioll ¡or Microarrays 

RNA integrity was evaluated by capillary electrophoresis uso 
jng ¡he Agilen! Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, 
Santa Clam, CA). Onl y ¡hose BMS with a RNA integrity 
numbcr (RIN) >7.0 were incJuded in microarray analysis 
(MA). MA was conducted according 10 manufaClurer proto
cols (Affymetrix Ine., Santa Clara, CA). Briefty, the 
firsl-strand c DNA, was synthetized from 200 ng of RNA 
and using Su]Xrscript 11 rcverse transcriptase primed with 
a poly (T) oligomer thal incor¡xtrated TI promoler. To obtain 
cRNA. ¡he second strand cDNA synthesis was followed by 
in \litro ¡ranscription. Thi s cRNA was used as ¡emplate for 
a second cONA syn¡hesis cycle with incorpomted dUTPs 
into the new strand. After cONA fragmentation using 
umcil-ONA glycosylase and purin-pyrimidin endonuclease; 
fmgments were biotin- Iabeled (hybridization 45°C for 
[6 h), stained (streptavidin-phycoerythrin conjugate), 
washed and scanned a lso fo llowing Affymetrix HTA 2.0 
chips protocol. AII GeneChips were visually inspected for ir
regularities. The global melhod of scaling, or normalizalion, 
wa~ applied lo all GeneChips. Qualily measures, [ikewise the 
percentage of present genes and the ratio of endogens genes, 
indicated a high ovemll quality of samples and assays. 

Gene Erpressioll Profilillg 

Gene expression analysis (GEA) was done using the high
resolution array of Affymelrix GeneChip Human Transcriptome 
Array 2.0 (HTA 2.0), which evaluates Ihe expression of 67,528 
differenl genes. This array was designed lo interrogale all tran
script isofonns in the human transcriptome with >6 million 
probes largeting codi ng lranscripls, exon--exon splice junclions, 
and non-coding transcripts (19). Samp[e processing, labeling 
and hybridizalion were pcrfonned using the AfTymetrix Gene
Chip wr PLUS wi¡h Ihe WT Teffilinal Labeling Kil, according 
to Ihe manufaclurer's guidelines (Affymetrix). Scanning and 
data exlraclion of the microarray were followed by the transfor
mation of fluorescence data into CEL fil es employing the AtTy
melrix GeneChip Command Console (AGCC) software. 

Data NormaliZluio/J and Analysis Plan 

Background correclion, probe set signal integration, and 
quanlile norma[ization were perfonned through Robust Mu[
¡ichip Analysis (RMA) algorithm, which is implemented in 
Affymetrix Expression Console (ECS) software (20). 

UIIsupen1ised onalysis. To identify a sel of genes that mighl 
define molecular subtypes profiles and polential genes thal 
might constitute evidence for VER in ALL patients, we per
fonned an unsupervised clustering analysis of gene expression 
using R software (Bioconductor package), without considering 

any clinical fealures or molecular infonnation. Those genes 
whose levels of cxpression highly differcd (up- or downregu
lated) from the geometric mean were se[ected for a funher clus
ter analysis. Afterwards, pre-treatment chip fi les were also 
analyzed by Affymetrix Transcriptome Analysis Console 
(TAC) software todelecl differential ly expressed genes (DEGs). 

Supervised alla/y:>i ... . Thi s approach was conducled to iden
tify differentially expressed genes fmm: 

i) BMS al Ihe time of diagnosis from patients who 
eventually relapsed within the period of study vs. 
¡hose who did no1. 

ii) BMS at lhe time of diagnosis, indistinctly if patients 
relapsed or not vs. BMS at relapsc. 

iii) BMS from patienlS who relapsed, matching BMS from 
diagnosis with their corresponding BMS at relapse. 

Genes whose fold-change (FC) between each comparalive 
group was ~2.0 (with a p valuc cut-off of <0.0 1) wcrc 
selecled. In addition. false discovery rate (FDR) was applied 
for multip1e hypothcscs tcsting using Bcnjamini-Hachberg 
correction (2 1). Genes wilh a FDR-adjustedp value (adjusted 
p value) ::::::70.05 were accepted. Enrichment analysis on gene 
sets wa~ perfonlled usi ng Gene Onlology (GO), Kyoto Ency
clopedia of Genes and Genomes (KEGG , http://www. 
genome.jp/keggl) and the Databa~e for Annotation, Visual iza
tion and Imegrated Discovery (DAVID) (hnp:J/david.abcc. 
nc ifc rf.govJlools.j sp) (free availablc wcb lools). 

The palhways and functional analyses were generated 
through the use of Q IAGEN's Ingenuity Pathway Analysis 
(lPA®, QlAGEN Redwood City, www.qi agen.comJ 
ingenuity) in order to characterize the cellular and molecu
lar functions and lo identify the enriched canonical path
waysJnetworks for the selccted candidate gene list. 

Valida/iOIl o[ Micmarray Dora 

Microarray results wcre validated using quami tative real
time reverse transcript ion PCR (qRT-PCR). For this pur
fXlsc, we dctermined the level of gene cxprcssion of DEGs 
differentially expressed (FC >2, p <0.0 1, adjusled p value 
::::::70.05) between di:lgnosis of BMS of relapsed and non
relapsed palients (\ :2). matched based on NCI ri sk gmup. 
Absolute quantification (AQ) was perfomled using Ihe stan
dard curve method and the average result was reported. 

Probes of Human Universal ProbeLibrary and target
spccific PCR primcrs wcrc scleclcd using the ProbcFindcr 
assay design software v.2.50 (hl1p:/Jwww.un iversal 
probelibrary.com) (Supplementary Table I). The compamlive 
cycle of quantificali on (Cq) method wa~ used to determine 
gene expression leveIs. FC for each gene was calcu[ated using 
delta O' (.6..6.Ct) values. Reactions were perfonlled using stan
dard protocols. cONA was prepared fmm 250 ng oflolal RNA 
for each sample using random primcrs and ¡he first strand 
cDNA Synthesis Kit (Rache). Rcactions were perfonned in 
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a final volume or20 Jll underthe followi ngconditions: at 95°C 
for 10 min, 45 cyc1es at 95°C for 10 s, 60 cyc1 es for 30 s and 
7rC for l see in a LightCyc1er 480 using the LightCyc1er 
probe master reagent (Roche) (22) . HPRT gene was used as 
a control reference gene. 

Slali.wiC(lI AI/alysis 

Statisti cal analyses were performed by using SPSS IBM 
(Statistical Package for the Social Seiences, Ine., v.21 , Chi
cago, IL). X2 or Fisher exact tests were calculated when 
appropriate to compare demographic, cli nieal and molecu
lar characteristics between groups (VER/not VER); p 

values < 0.05 were considered stati stically significan!. Stu
dent ¡-test and ANOVA were used to compare gene expres
sion level s between subgroups. Adjusted l' values < 0.05 
werc considered as statistically signifi can!. 

Resulls 

Srlldy POIJUlarioll 

Samples of 54 patients diagnosed with novo ALL were 
a nalyzed in the present study. Thirty patients (55 .6%) were 
male and had a median age of 89 months (7 .4 years) with a 
range of 2- 195 months. Eleven patients belonged lO the 
group of very early relapse and the remaining 43 to non
relapse group. No statistical1y significant differences between 
these groups regard ing gender, age at diagnosis, leukocyte 
count, immunophenotype, ri sk c1assification ami/or fre
quency or gene rearrangements studied were observed 
(Table 1). However, mortality was higher in the VER group 
in compari son with those patients who did no! develop 
VER in the first 18 months oftrea!ment (Table 1). 

Isolaled bone marrow (i8M) relapses occ urred in nine 
patients and onl y two patients had isolated CNS relapse . 

Table 1. Demographic and clinical charac[eri~tics of Mexican aCUle Iymplloblastic Icukemia childrcn included 

C linicll l fClllures 

Gcnder 
Male 
Female 

Age at diagnosis in monlhs 
Median (min-max) 

Age group (years) 
< 1 
1-9,99 
~1O 

WBC al diagnosis (x 10911.) 
Mcdian (m in-max) 

< 10 
10-49.99 
50-99.99 
~ IOO 

Imrnunophenolype 
Pre-B Cell 
T Cell 

BM blasl al diagnosi s (%) 
<90 
~90 

NCI risk group 
High risk 
Standard risk 

Gene rearrangement 
E1Vó-RUNXI 
TCFJ-PBX¡ 
BCR-ABLI 
NOI De/Fe/N} 

Dealh 

y" 

" 

23 
20 

80 (2- 195) 

26 
15 

No rela llSC! 

GrOUII 

11 = 43 

23.37 (2.88-670) 

14 
12 
5 

12 

43 

15 
28 

26 
17 

6 

26 

% 

53.5 
46.5 

4.7 

60.5 
34.9 

32.6 
27.9 
11.6 
27.9 

100 

34.9 
65. 1 

60.5 
39.5 

18.6 
14.0 
7.0 

60.5 

16.3 

ALL children 

Very early relllpse 

GroUII 

11 = 11 

" 

4 

152 (44-187) 

11.18 (0.81 -52.17) 
5 

10 

WSc. white blood cell COUIl1: S M. bune marrow: NCI. Nalional Cancer Insti lule: SR. slandaru risk: HR. high risk . 
• Chi square or Fi~her exact lest when appropriale. 

% 

63.6 
36.4 

27.3 
72.7 

45.5 
9.1 

18.2 
27.3 

91 
91 

27.3 
72.7 

81.8 
18.2 

18.2 

8 1.8 

45.5 

p' 

0.39 

0.07 

0.57 

0.20 

0.46 

0.16 

0.40 

0.03 
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On average, relapses occurred 10.6 monlhs aftcr diagnosis. 
In two pati cnts, {he first relapse occurred within ¡he fourth 
monlh afler (rcalmen! ¡nl¡lation; they relapsed 10 bone 
marrow and were cJassifi ed with a pre-B irnmunophenotype 
aod as high ri sk according 10 the criteria of ¡he NCI al diag
nosis. One of ¡he patients di ed 2 months after relapse 
occurred (Table 2). 

Patienls who relapsed and died (11 = 5) presenled ¡so
Jaled bone marrow rdapse. Surv ival aft cr rclapsc was 
3 monlhs (range 0-8 months) for this group. NOlcworthy, 
a subgroup of two patienls who had becn c1assifi ed as stan
dard risk relapsed, and evcn ETV6-RUNX J gene rearrange
men! was detecled in a ne of them (Table 2). 

Qllality Control Assessmellt 

From BMS analyzed al the time of diagnosis, four did not 
pass qual ily control assessment, leaving a total of 50 BMS 
lo be considered for microarray expression analysis. These 
four corresponded to patienls who relapsed. 

From BMS analyzed at relapse. only 9/ 11 approved 
quality control examin at ion. Thcrcrore, flve pairs of sam
pies for the ex pression analysis at diagnosis and relapse 
were availabJe (TabJe 2). 

Gene E\pres!>ioll Data al/(l Molecular SlIbtypes 

An unsupervised hierarchical cluster analysis was per
formed in 50 BM samples at ¡he lime of diagnosis thal 
passed qualily conlrol. The aim fo r Ihi s was 10 idenlify 
groups wi thin the dala set wilhout pre-a.~s igning Jabels. 
However, no gene expression profile Ihal corresponded lO 
molecular leukemia subtypes (E'IV6-RUNXl. TCF3-
PBXJ. BCR-ABLl group or undelecled gene rearrange
menO was observed. 

GEA lor POlelllial Biol/1arkers A.~.wci(l/ed \Vilh Very Early 
Relapse Recognitioll 

The fi rsl supervised analysis conducled lo compare gene 
expression profiles was done bclween BMS al the time of 
diagnosis from patiellts who evenlually relapsed (11 = 7) 
wilhin Ihe period of study and Ihose who did nOI 
(JI = 50); 87 coding genes were differenl ia ll y expressed 
(FC> 2, p < 0.0 1), finding 23 downregul aled and 68 upre
gulaled. The mosl significant upreguJated coding genes 
were DOCK5. KIT. ALA S2. TFPJ . SLC4AJ , and SLC25A37 
and downregulated significanU y expressed genes werc 
PAX5. EBFI . CD22. UBASH3B, BANKI. CD79A. ZCCflC7 
and BLK (Table 3). Nevertheless. nOlle of these genes 
passed the FDR correction lest, but BLVRB and TMODJ 
(FC = 4.05 and 2.24; adjusted p value = 0.0077 and 
0.048, respectively) did. Gene expression funclional enrich
ment anal ysis elucidaled Ihal these DEGs were mainly 
involved in the development of hematological diseases 
(p = (032) and cancer (p = 2.07E-07). Apoptosis, B-cen 
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Table 3. Top-ranked differenlially expresscd genes by comparing BMS al Ihe lime oF diagnosis from palients who evenlually relapsed wilhin lhe fírsl 
18 mornhs or Ircatmcnt and Ihose who did nO! 

Gelle symbol 

CP 

Description 

Ceruloplasmin (ferroxidase) 
Chemokine (C-X-C moti!) ligand 12 
RAB32. member RAS onoogcne family 
Fany acid binding prolein 4. adipocyle 
Mitogen-activaled protein kinase-actjvated protejn kinase 3 
Laten! lransforming growth factor beta binding protcin I 
Vascular ceU adhesion l1lolecule I 
Nuclear Factor, erylhroid 2 
Protease, serinc. 57 
Transaldolase I 
Mesoderm induction early response l. family member 3 
CD33 molecule 
Stonin 2 
Trafficking protein paniclc complcx 8 
Glyroprolein. alpha-galaclosyltransferJsc I pseudogene 
Kelch-like family member 24 
Nidogcn I 
Zinc fingcr protein 644 
Bilivenlin reductase B 

t'o ld ehange p H)R-adjusted p 

2.2 3.97E- 11 
4.44 1.85E-09 

10.16 7.15E-09 
2.05 1.57E-Q8 
2.62 5.68E-08 
3.85 1.58E-07 
4.43 3.40E-Q7 
5.44 4.54E-07 
8.77 4.77E-07 
7.25 9.08E-07 

- 3.22 9.S1E-07 
3.48 0.000001 
3.19 0.000001 

- 2.46 0.000002 
2.18 0.000003 

- 3.1 0.000003 
2.04 0.000003 

- 2.97 0.000003 
4.96 0.000005 

CXCL/2 
RA832 
FABP4 
MAPKAPK3 
LTIJP/ 
VCAM/ 

NFE2 
PRSS57 
TAUJO/ 
M/ERJ 
CD33 
STON2 

7RAPPC8 
GGTA/P 
KLH124 
NIIJI 

ZNF644 
BLVRB 

GLB/ Galactm;idase beta 1; transmembrane prolein wilh melótUophosphoesterase domain 2.25 0.000005 

0.000003 
OJX)0021 
0.000051 
0.000088 
0.000274 
0.000592 
OJX)0958 
OJX)0958 
0.000977 
0.001368 
0.00141 
0.001822 
0.001822 
0.002368 
0.003227 
0.003034 
0.003034 
0.003034 
0.004127 
0.004127 

GEPs. gene expression profiles; BMS. bone marrow samplcs. 

and T-cell ¡¡ctivation, EGF and FGF receptor signaling are 
the principal pathways in which these genes playa role. 
GATAJ showed a low level of differential expression; how
ever, this was one of the master regulator genes. Glula
thione biosynthesis was also a hi ghl y affected canonical 
pathway (p = 0.0 122). 

Finding Candidale Biomarkers for VER 

A second superv ised analysis was performed by comparing 
BMS at the lime of diagnosis, indistinctl y if patients 
relapsed or nol (11 = 50), vs. BMS at relapse (11 = 9); 970 
diffcrcmial expresscd probcs betwcen groups (FC > 2, 
p = 0.0 1) were observed of which 743 coding genes were 
tested. From these, 337 wcre abnonnally expresscd genes 
after FDR correction test was applied (adj usted p value 
<0.05). Upregulated genes were almost as many as down
regulated genes ( 168 and 169, respective ly) (data not 
shown), ELANE (p = 0.000056), PRTN3 (p = 0,000006), 
C7SC (1' ~ 0.00(012), PAX5 (1' ~ 0.000483), ZCCH7 
(p = 0.OCK"1I39) and EBFJ (p = 0.000173) showed Ihe 
highest FCs (Supplcmentary Tab le 2). 

Functional analysis exhibited these genes are involved 
in the hematological system development and fu nction 
(p = 0.0023), lymphoid li ssue structure and development 
(p 0.00188) and in immune cell lraffi cking 
(p = 0.00213) process. Based on thei r molecular and 
ce llular function. 204 genes were related with ce ll death 
and survi val (p = 0.035); 104 with ccllular dcvelopment 
(0.00251); 20 1 li nked to ce ll ular growth and proli fe ration 

(OJXl24); 147 wilh cell-to-cell signaling and interact ion 
(p = 0.0024) and 119 genes associated with cellu lar 
movement (0.0021 ). Gene ex press ion profile suggested 
that CEBPA (p = 1.99E-0.09), TGM2 (p = 2.59E-09), 
GATAJ (p = 5.7E-07) and CCL5 (p = 4.57E-05) path
ways were acti vated, whereas SOXJ J (1.98E-03) was in
hibiled. Notably, PAX5 pathway al so was observed as 
hi gh-enriched gene signaling pathway, consequently to 
hi ghly abnonnal expression of EBFJ and BLNK genes 
(Figure 1). 

The third supervised approach included BMS from pa
tients who relapsed, matching BMS from diagnosis with 
thcir corrcsponding BMS at relapse (fivc pairs). A total of 
145 genes were differemially expressed (Fe> 2 and p < 
0.0 1) of which 103 were downregulated and 32 upregu
lated. None of these genes passed Ihe FDR test (adjusted 
p value > 0,05). Nevenheless, 15 upregulated genes and 
34 downregulated genes clustered in relapsed samples 
(F igure 2). GO enrichment ¡malysis showed that these 
ahered genes are involved in metabolic processes 
(p = 0.46) and ahemative splicing (p = 0.0001.3). 
Pathway analysis cxhibitcd that mOSl werc in volved in 
DNA replication (p = 0.0473) and B cell aCl ivation 
(1' ~ 0.00405). 

Vafidarioll of DEGs Associared wirh VER by Qllalllitarive 
RT-PCR 

To validate sorne DEGs assoc iated with VER (BLNK, EBFJ 
and ZCCHC7) we used qRT-PCR. These genes were also 



87 
 

 

 

650 Núñez-E"riq"ez el al.! An;hil'e,t of Mcdif;af Re.l'carclr 47 (2016) 644-655 

Figure l. B-cel! receptor signaling palhway. PAX5. EBF / and BLNK were amoog lhe highesl differenlially cxpressed genes in Mcxican acule Iymphoblaslic 
leukemia chi ldrcn wi lh \'ery early re lapse. Green and red colors signify downrcgulatcd and upregulalcd genes. respectivcly: color inlcnsily retlects Ihe level of 
gene cxpression. This figure was gcncraled through Ihe lI SC of Q1AGEN's lngcnuity Pathway Analys is. 

included in Ihis validation aml lys is based on previous data 
reporting abnormal expression in childhood ALL (23). 
Gene expression directiolls change for those selected for 
validati on, consistent with results obtaincd in microarray 
analysis. BLNK, EBF I and ZCCHC7 expressions were 
downregulated in patients with VER (Figure 3). 

Discussion 

To Ihe besl of our know1cdge, Ihi s swdy is Ihe firsl reporting 
results from a transcriplomic anal ysis in Mexican ALL 

pedilllric palienls in order 10 idenlify new biomarkers asso
ciated with VER. 

In deve loped counlries, 5-year event-free survival is 
-90% (24,25). In contrast, Mexico has one of Ihe hi ghesl 
morlalily rates not only in Latin America bul also around 
the world (3,4) and relapses occur in 26.2% of patients (9) . 

Currently, in public Mexico City hospitals where ALL 
pedialri c patienls are Ireated, the prognostic stralification 
and allocation treatment are carried out considering clin
ical factors such as age at di agnosis, leukocyte count in 
Ihe pcriphera l blood, Ihe presence or absence o f CNS infil 
Iration, immunophenotype, presence of any of the four 
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COSO01S40.hg 1 (M'TRNR2L2) 
TC19000442.hg. 1 (GPI) 

TC20000660.hg. l ($NORD l 7) 
Te, 1000031.1'10. 1 (SNORA52) 

TC0100 1348.hg. l (lFI16¡ 
Te01000aS).hg. f (PTBP2 
TC18000557.hg. l (VPS4B) 
TC17000778.hg. 1 (CE~5) 

T~~~~~'~g' ~ r~~~ 
TC 15000339.hg 1 (~SPL2f 

n~'fJ1~~~V,~~:~ lzW~~) 
TCOJ000985.hg.1 (KLHL24) 

TC02000526.hg 1 (RMND5A) 
TC12001240.hg 1 (TAS2R46) 

TC01000904.hg. l (VCAM1) 
TC04000087 . h~ 1 CHTRAJ) 

rCl5000425.hg. l (EE~'B2P l) 
TC050013 f O.hg. l (SEP?1) 

TC06000715.hg. l (FAM135A¡ 
TC01003663.ng. 1 (Z6TB4 1 

TC09001282.hg. l (KIF27) 
TC06000061.hg. l (SNRNP48j 

TCOj~J~g~~h2:.~,p~~{ 
TC~~1~~8~:~9~~~~~) 

TCl900 1792. hg 1 {ZNF6 1~ 
rC07000797.hg 1 (RNU7-16 
·C05000278.hg. l (TRAPPC13 

TC19001588.hg 1 (ETHE1¡ 
TC0700 13S4.hg. l (SePT7P2 

TC0200 1350.hg 1 (ACSLJ) 
TC13000454.hg. l (ZMYM5) 
TC13000099 hg. 1 (USPL '1 

TC09001674 .hg. 1 (TTF 1 
TC01001513.hg. l (KLHL20) 
TC10001128.hg. 1 (ACe05) 

TC06000189.hg. l (8TN2Al) 
TC10000090.hg. l (SEC61A2) 

TC04001373.hg. l (pPM 1K) 
TC 11 000977.hJil . l (CUL5) 

TC01002659.hg. l (.:::CCHC11) 
: 10 1926980: RP11-504P24.4 ) 
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15.82 

Figure 2. Gene expression profiling of vcry early relapse ALL pa!ien!s. Hea! map <lisplaying !he !OP 15 upregula!ed genes and !Op 34 dO\\lnregul~!cd genes 
from pmien!s who rc lapscd, mmching BMS from diagnosis (grecn color) wi!h !hei r cOITcsponding BMS al rclapse (orange color). Blue and red colors indicme 
downrcgula!ed and uprcgula!ed gencs. rcspcc!ively: color imensi!y rc llcc!s !he level of gene exprcssion. 

gcne rearrangements mosl frequently associated with ALL 
prognosis (ETV6-RUNXI . TCF3-PBXI . BCR-ABLI and 
MLL-r) as well as response lo predn isone. However. risk 
stralificat ion seems insufficient lo pred ict which patien ls 
wi ll relapse during early slages o f ITealmenl beeause, ae
cording lo a previous study by our research group (MI
G1CCL), relapse occurring within the fir st year afler 
diagnosis is approximatcly three-fold higher than rcpon cd 
in developed counlries in ALL chil dren ( 13.4 vs. 4.5%, 
respecti vely) (26). 

h is well known [hat prognosis of palients who relapse is 
worse Ihan those who do nol. FurthemlOre, extremely tow 
survival rales are reported in specifi c subgroups, Ihose re
lapsing during Ihe first 18 months a(tcr diagnosis, those 
who prcsenl iBM and Ihose occurring in NC I hi gh-ri sk pa
tients (27 - 30). 

In the present slUdy, VER patients died in a significantly 
hi gher proporlion Ihan palienls in the relapse-free group. In 
addition , five relapsed patienls who died presenled iBM 
recurrent disease and had been classified as Nel hi gh-risk 
patients. Sueh de:llhs oceurred wilhin the fin;! 8 months af
ter relapse and two died during Ihe fi rst 15 days of re
induetion ehemotherapy. Th is highlights once again the 
need to identify specific biomarkers fo r our popu lation in 
order 10 predict Ihese evenls and reduce mortalily in our 
e hildren with ALL 

Mieroarray lechnology has proven to be a useful 
approaeh 10 identify genes, pathways, and systems involved 
in leukemogeni e processes and also to di seover prognosis
re lated biomarkers (3 1.32). In the present study we used 
eDNA mi croarrays in order lO identify gene expression sig
natures related to a high ri sk of VER in Mex iean AL L 
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ClRemission 

aar1y relapse 

Figure 3_ Real-time PCR validation of SOIllC DEGs associatcd wi th VER 
(EBFI. BLNK, and ZCCH) in BMS uf palienls in remiss ion (wilhoul 
relapsc) and rc lapse. mRNA levcls \\,'e re calculaled by ¡he 2- ll.ll.CI. HPRT 
wa~ uscd as the refcrence gene. Grnphs are prcscnted as mean (± SD) and 
diffcrenecs bctwecn groups were evaluatcd by unpaired I-test: p \'aluc wa~ 
dclemlined 

pediatric palients. We included in Ihis analysis Ihe moSI 
common cl inical and molecular subgroups of ALL chil
dren , except for MLL rearrangements (MLL-r) subgroup. 

lt has also been re¡x:lrted that GEA, using high-density 
microarrays, is a powerful tool for diagnosing and classi
fying ALL subtypes (33), However, we observed an 
absence of clustering among BM diagnostic samples 
regarding molecular subgroups. These findings eould be ex
plained by heterogeneity due to a small sample size . More
over, a variety of other risk-related faclors such as gender, 
age, and leukocyte count mighl have prevented a distincl 
signature frorn being idenlified. 

When we looked fo r a sel of genes associated with a 
high risk 01' VER we identified 87 DEGs, which are key 
molccules related lo oncogenesis, apoptosis, B-eell activa
tion and angiogenesis. BLVRB was one of Ihe IWO mosl 
significantly abnormall y expressed genes al diagnosis 01' 
BM samples 01' patients with VER. Thi s is a cell surface 
mernbrane receptor, which participales in the heme-group 
calabolism (34). Loss-of-funclion mutations result in exag
gerated reactive oxygen species accumulation as a pUlalive 
melabolic signal leading to differential hemalOpoietic line
age commilmen l (35). Likewise, abnormal expression of 
BLVR appeared to be imponant beeause it has been identi
Hed as a major cryoproteclant. Data in leukemia HL60 cells 
have shown thal overexpression of Ihis gene correlates wilh 
prednisolone therapy resistance (12.35). 

TMODJ was also significanlly overexpressed in Ihi s anal
ysis. Thi s gene cooifies for an erylhrocyle membrane protein 
and is expressed in differenlialed cells. In spite of thi s, direet 
evidence that TMODI is a leukemogenic mediator has not 
been documented (36). However, ils role as a relevanl partic
ipant in ALL relapse could be relaled with Cilllcer cell pro
liferation because Ihis gene regulales thin filament lengths 
(37) and abllomml expression of specific isofonns have been 
associated wilh a lransfonned phenotype (38). 

BLNK resulted as one of the main downregulated genes in 
VER patiellts (FC = 32.4, adjusledp value = 0.05) associalcd 
with PAX5 palhway (Figure 1). 1t is a pivotal adaptorprolein in 

Imnsduclion B cell antigen receptor (BCR) signaling in 
apoplO1ic cell demh processes (39). As a matter of fael , muta
tions in Ihis gene complelely block B-cell developrnent in hu
mans (40). Because Blnk-null mlltant mice present a redllction 
ofmature B-cells in Ihe peripheral blo<Xl and a pre-B cell accu
mulation in Ihe bone marrow, it has been proposed that deficient 
expression of Blnk has a primary role in the developmenl of B
cell ALL in mice. Add itionally, Hayashi et al. reported thal 
5-10% of B/I/k knockout developed pre-B-ceU ALL m 
4- 20 weeks of age (41 ). Although a losl BLNK protein expres
sion has been documented in 50% of the childhooo B-lineage 
ALL cases (42), Ihis gene is nOllhe only responsible gene in hu
man ALL, laking inlo aCCüunt thal BLNK expression is inftu
enced by other relevant genes in leukemia progression such 
as EBFI and PAX5 (Figure 1) (43). In the present rescarch, both 
PAX5 and EBFI werc among the group with Ihe highest abnor
mally expressed genes in BMS from children who developed 
VER. Notably, EBFI exprcssion is dependent on PAX5 and it 
has been reponed Ihal EBFI deletions cooperate in leukemo
genesis of Down syndrome ALL patients (44). 

PAX5 gene is essential in the Iymphopoiesis process 
because JI conlrols lhe identification and deve10pmenl of B 
cell s by repressing or activating specific genes in early and lale 
stages. PAX5 is maintained at a remarkably stable level 
Ihroughout Ihe life of a B-cel! (45). Suppression of PAX5 
expression in hematopoielic compartmenl of mice induces 
B-ALL and Ihe re,,<;lauration of its endogenous expression in
duces nonna l B-cell differelllialion (46). Thi s was Ihe highesl 
downregulaled gene in our relapsed patienls. Molecular mech
ani sms by which PAX5 is underexpressed in our ALL relapsed 
patients are unknown. In a reeent sludy condueted by Rosales
Rodriguez el al. (20 16, in press) in Mexican ALL children, a 
high frequency ( 16.67%) of PAX5 somalic delelions was 
found. Therefore, we hypothesize that mono-allelic delelions 
could be an importanl mechani sm for PAX5 inaClivation in 
our patients. However, further investigation is required lo 
elucidate this. In addilion, fusion translocation and poinl mu
lalions Ihm disrupt PAX5 DNA binding or transcriplional reg
ulalors have also been reported (47-50). It is imponant lo 
highlight thal almost 50% of the BCR-ABLI and BCR-ABL 
like ALL pmients (a subpopu lation with high risk of relapse) 
carrier somatic mulalions in PAX5 (48,50). 

Noteworthy, PAX5 al so regulates FLT3 gene, whose 
increased expression results in a pronounced diminulion 
in bone marrow B lymphopoiesis. Loss of PAX5 enables 
early Iymphoid and myeloid developmental polential \O 

be influenced by other signal s and Ihus Ihe commitment 
to altemative lineages at Ihe expense of B cell s in an 
FLT3 medialed way (51 ), which could explain Ihe 
abnormal expression of rnyeloid lineage genes such as mye
loperoxidase (MPO) gene in our patients. By definilion, 
ALL blasts are negalive fo r MPO; nevertheless, low level 
MPO positivity without ex pression of olher myeloid 
markers has been dctectcd in ALL cases, panicu larly in 
cases that enlai l BCR-ABLI translocation. Accordingly, 
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MPO expression has been suggesled as an <lddilional 
biomarker fo r min imal residual disease monilOring (52). 

As expecled, we observed thal a sel of genes were abnor
mally expressed (PAX5. EBF1. ZCCCH37 and BLK) eilher 
al diagnosi s or al relapse BMS of children with VER. In 
addition, slali slicall y signi ficant differences in Iheir expres
sion between diagnosis-relapse BMS were also observed, 
highlighting the importance for further evaluation of these 
genes as pOlen!ial minimal residual disease biomarkers or 
as Iherapeutic largels in order 10 prevent relapses. As a mal
ter of fact, BLK gene is a potential therapeutic target of 
drugs currently used in non-small lung cel! cancer Ireal
ment , osimertinib, because ill virro these have shown the ca
pacily of osimertinib to inhi bi t the activity of BLK at 
clinical1y relevan! concentralions (53). 

Fina11y, matched GEA between diagnosis and relapse sam
pies in VER palienls revealed a certain genelic profile wilh a 
smal! set of genes which, in Ihe future, could provide addi
lional informalion about Ihe biological basis of VER in ALL 
chitdren. We cannot identify a particular mechanism JX>ssibly 
involved in VER development. We do no1 rule oul lhat relapse 
phenolype results in the selection of resislan!-therapy minor 
clones presenl at diagnosis rather Ihan being due to a direct 
adaptation ofthe original disease (54,55), 

Our sludy sli 11 has lim ilations. We cannot disregard tha! 
several differenlially expressed genes were aClually derived 
from contaminating non- Ieukemic cells, particularly 
myetoid cells and T-lymphocYles. Therefore, purificalion 
of ¡he ALL cells shoutd be imptemen1ed lo validale all po
tential biomarkers (54). Furthermore, additional validalion 
on independen! samples seems necessary. 

The results oflh is sludy poinl 10 the need for biomarkers al 

the timeof ALLdiagnosis 10 be identified in Mexican children. 
Nowadays, these children are being misclassified, resulting in a 
poor oulcome. Even Ihough Ihe high COSIS Ihat routine genelic 
biomarker-seeking prolocols may imply, cost-benefit assess
ment considering ¡he implica1ions in reducing mortali!y rates 
in our countl)' is worthy of being acknowledged. 

Therefore, it is tikely thal gene expression profi ling may 
also be used in prognostic risk stratification schemes of 
Mex ican ALL children. As a matter of facI, our dala re
vealed sorne genes as polenlial predictive biomarkers asso
cialed with Ihe developmenl of VERs in ALL children. 

To conelude, inilial evaluation of children wilh ALL musl 
inelude evel)' available prediclive 1001 so Ihal better lreal
men! resul1s can be achieved. This is Ihe besl inveslment. 

Mexican Inter-institutional Group for the 
Identification of the Causes of Childhood Leukaemia 
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ANEXO B. Asistencia a congreso internacional 

 

Este trabajo fue presentado en la Conferencia Europea de Genética Humana 2017 (modalidad de 

póster) organizada por la Sociedad Europea de Genética Humana (ESHG por sus siglas en 

inglés) que se llevó a cabo del 27 al 30 de Mayo de 2017 en Copenhague, Dinamarca, con el 

tíulo “ Myeloid gene expression in acute lymphoblastic leukemia with very early relapse”.  

 

ABSTRACT 

 

Introduction: Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common childhood cancer in 

Mexico, where a high mortality rate has also been reported. Very early relapse (within 18 months 

from diagnosis) is one of the main causes of death from ALL. To identify genes involved early 

relapse as well as potential prognostic biomarkers we performed a whole gene expression 

analysis in Mexican pediatric patients.  

Materials and methods: We obtained 57 total bone marrow samples (49 at diagnosis and 8 at 

very early relapse) from patients under 18 years old with pre-B ALL. Gene expression analysis 

was carried out using oligonucleotide microarrays HTA 2.0 (Affymetrix). To identify 

differentially expressed genes in relapse samples we used TAC software (Affymetrix). Genes 

with a fold change of 1.5 and FDR <0.05 were considered statistically significant. Pathway 

enrichment analysis and biological processes were performed with IPA (QIAGEN) and Gene 

Ontology (GO).  

Results: We found 288 differentially expressed genes in the relapse group, of which, genes 

(EBF1, BLNK, PAX5 and DNTT) involved in B-cell differentiation were down regulated. 

Meanwhile, myeloid lineage genes such as CEBPA, S100A9, RAB31 and MPO (p < 0.02, 0.004, 

0.0007, 0.001 respectively) were up regulated. Other differential expressed genes were related 

with infectious and respiratory diseases.   

Conclusion: Our analysis support previous studies suggesting that low expression of PAX5 and 

EBF1 switches from B-cell to myeloid lineage gene expression during ALL relapses and 

exhibited them as potential biomarkers in ALL with very early relapse. More studies are needed 

to validate these findings. 
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