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VI. RESUMEN

La Leucemia Mieloide Aguda (LMA o LAM) es un tipo de neoplasia hematoldgica
heterogénea de progresion rapida y representa el 80% de casos de LMA en adultos, en la
cual existe la proliferacion clonal de células inmaduras que pierden la capacidad de
diferenciarse a células maduras, por la desregulacion de diferentes genes. La incidencia
mundial por afo es de 4 casos por cada 100,000 habitantes.

Los estudios genomicos y funcionales recientemente han identificado dos clases de
mutaciones que cooperan durante el desarrollo de la LMA, mutaciones de Clase | las
cuales confieren una ventaja proliferativa y las mutaciones de clase Il que se caracterizan
por promover la auto-renovacion y bloquear la diferenciacion de células madre

hematopoyéticas.

Recientemente, se han identificado mutaciones somaticas en los genes que codifican a la
enzima isocitrato deshidrogenasa (IDH). Estos genes codifican enzimas metabdlicas clave
que convierten a él isocitrato a a-cetoglutarato (a-KG). Dichas mutaciones producen el
"oncometabolito" 2-Hidroxiglutarato (R-2-HG) que puede inhibir competitivamente
multiples desoxigenasas dependientes de a-KG, incluidos los reguladores epigenéticos

clave como las histonas desmetilasas y las proteinas de TET2.

En el presente trabajo se identificé la frecuencia de las mutaciones de IDH1/IDH2 en los
pacientes con Leucemia Mieloide Aguda de novo del Hospital General de México,
mediante la técnica de amplificacion de sondas multiples (MLPA) MCR-Holland® y sondas

de hidrolisis especificas Taq Man®.

Se analizaron un total de n=84 pacientes, logrando reclutar a casi todas las variedades de
LMA siendo la mas frecuente la LMA-M4, el resultado de las frecuencias de las
mutaciones para el gen IDH1 fue de 11.9% (10/84), estas actlan solas o combinadas, la
mutaciéon mas frecuente fue V178l 4.8% (4/84) , seguido por R132H 3.6%(3/84), R132C
2.4%(2/84), combinadas se obtuvo una frecuencia porcentual igual para R132H/R132C y
G105G/R132C de 1.2%(1/84).En el caso de las mutaciones del gen IDH2 la frecuencia
fue de 3.6% (3/84), identificando la presencia de la mutacion en el aminoacido R172K fue
de 2.4% (2/84) y de la mutacién R140Q de 1.2% (1/84).

La presencia de las mutaciones del gen IDH1/IDH2 en LAM es de gran relevancia ya que

actualmente se cuenta con tres medicamentos como Enasidenib, Ivosidenib, AG-120,

viii




(Celgene) que pueden inhibir la funcion de la enzima IDH1/IDH2, blogqueando la
generacion del oncometabolito y la hipermetilacion del DNA, permitiendo la diferenciacion

celular.
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1. MARCO TEORICO

1.1 Sistema Hematopoyético
El sistema hematopoyético estd integrado por diferentes tipos de células maduras

circulantes (eritrocitos, granulocitos, linfocitos, monocitos y plaquetas), este se localiza en
diferentes regiones del organismo como son: la médula ésea, la sangre y el sistema
linfoide para generar los diferentes linajes sanguineos (Hoffman, Shattil, Furie, Cohen &
Silberstein,2000) y tiene como funcidn eliminar de la circulacion las células defectuosas o
aguellas que han cumplido con su ciclo de vida y reemplazarlas por células nuevas.

(lvanova et al.,2002)

La hematopoyesis se define como un proceso complejo a través del cual las células
troncales hematopoyéticas proliferan y se diferencian dando lugar a distintos tipos de
células maduras, en donde una intrincada red de células estromales y sus productos,
regulan cada una de las etapas que conducen a la generacién de células primitivas,

intermedias y maduras. (Merino, 2010)

1.1.1 Organizacion del Sistema Hematopoyético
El sistema hematopoyético puede ser clasificado de diferentes maneras la primera es de

acuerdo con su grado de maduracion y la segunda depende de los distintos linajes
celulares que genere, si se habla del grado de maduracién se divide en cuatro
compartimentos, el primero corresponde a las células primitivas también llamadas células
troncales hematopoyéticas (CTH), las caracteristicas que tienen es que se auto-renuevan
y son multipotenciales, corresponden al 0.1% del total de células nucleadas presentes en
la medula 6sea, expresan antigenos como CD34,CD117 y CD133. (Wognum, Eaves
&Thomas,2003)

Las células troncales hematopoyéticas (CTH) dan origen a las células progenitoras
hematopoyéticas (CPH) estas pierden su capacidad de auto-renovacion, pero conservan
su capacidad proliferativa, corresponden al <0.5% de las células en médula 6sea,
comparten antigenos como CD34 pero presentan patrones celulares particulares al linaje

que pertenecen. (Civin & Gore,1993)

Las CPH dan lugar a células precursoras reconocibles por su morfologia (tercer
compartimento), las cuales a pesar de ser inmaduras pueden ser identificadas en un frotis

de médula 6sea por microscopia de luz, las células precursoras corresponden al >90% de




células residentes en la cavidad medular, las precursoras hematopoyéticas al madurar

generan células sanguineas circulantes, cuarto compartimento. (Mayani et al.,2007)

La segunda clasificacién es por linaje y puede ser divido a su vez en dos grupos mieloides
y linfoides. (Merino, 2010)

1.1.2 Generacion de Linaje Hematopoyético Mieloide
Las células troncales hematopoyéticas (CTH) dan origen a los progenitores mieloides

comunes ( PMC) que tienen gran capacidad proliferativa por lo tanto son muy activos en
el ciclo celular, pero son incapaces de auto-renovarse, el linaje es especifico, limitado por
un namero de citocinas cuyo evento esta definido por el nimero de receptores que
presentan, posteriormente se podran diferenciar en progenitores mas especificos , tales
como granulo-monociticos (PGM) y los progenitores eritroides-megacariociticos (PEM)

(Rosenbauer & Tenen, 2007), tal y como se ejemplifica en la figura 1.

La diferenciacion en progenitores mas especificos culminara en la maduracion de células
sanguineas circulantes todo este proceso estara controlada por diferentes programas
genéticos en el que los genes que mantienen la capacidad de auto-renovacion se apagan

y los que regulan la diferenciacién se encienden. (Merino, 2010)
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Figura 1. Hematopoyesis. (Tomada de Fortoul;2009)



Las modificaciones en la hematopoyesis pueden dar como resultado una mutacion
somatica en una célula madre hematopoyética, que desencadena una sobreproduccion
clonal de células leucémicas inmaduras o una produccién deficiente de las mismas.
(Nichol, Assouline & Miller,2013)

1.2 Leucemia Aguda
Las leucemias Agudas (LA) constituyen un grupo heterogéneo de enfermedades con

diferente etiologia, patogenia y prondstico, con su clasificacion se ha intentado reducir
dicha heterogeneidad e identificar subgrupos biol6gicamente diferentes y con distintas
opciones terapéuticas, lo que ha permitido mejorar el prondstico de los pacientes. Las
alteraciones genéticas que acompafan a la transformacion leucémica de una célula
suelen ser alteraciones cromosémicas adquiridas. En la leucemia aguda las células
blasticas proliferan en la medula 6sea y reemplazan a la celularidad normal, lo que
provoca una disminucién de las 3 series hematopoyéticas en sangre periférica (anemia,
neutropenia y trombocitopenia). En consecuencia, las LA suelen acompafarse de
infeccion y/o hemorragia. La proliferacion de las células blasticas en otros 6rganos se
traduce en la presencia de hepatomegalia y/o esplenomegalia. (Nichol, Assouline &
Miller,2013)

1.2.1 Etiologia de las leucemias agudas
El origen de las leucemias en parte es desconocido, pero hay factores que pueden ser

predisponentes por ejemplo, el haber estado expuesto de forma accidental a radiaciones,
los supervivientes de bombas atémicas, fumadores de cigarrillo, algunas etiologias viricas
como Epstein Barr y HTLV-1, exposicion a benceno o derivados, algunos farmacos
(fenilbutazona, cloranfenicol, hidroxiurea, etopdsido y agentes alquilantes) o por herencia®.
Las alteraciones genéticas dan como resultado una desregulacién de los perfiles de
expresion geénica, y esto a su vez conlleva a la alteracion de vias de sefalizacion que

controlan la proliferacién y las funciones celulares. (Sala, Blanco, Pérez & Pérez,2015)

Las enfermedades en las que existe inestabilidad cromosémica, como Sindrome de
Fanconi, pueden culminar en algun tipo de LA y la prevalencia de este tipo de leucemias
es mayor en individuos con Sindrome de Down, Sindrome de Bloom en comparacioén con

la poblacién en general. (Tenen,2013)



1.2.2 Epidemiologia de las leucemias agudas
Las LA se caracterizan por la proliferacion descontrolada de células inmaduras, de forma

general se encuentran dentro de las causas de morbilidad y mortalidad relacionadas con
cancer (5.8 del total de defunciones en 2002). (Tirado & Mohar,2007) La incidencia de la
leucemia linfoide aguda de ha incrementado a 30.9% en un lapso de 40 afios. (Candelaria
et al.,2009)

En México, el registro epidemioldgico de neoplasias malignhas informa que por cada
100,000 habitantes de la poblacion general, existe una incidencia anual de leucemias
agudas de 2%; de leucemia linfoide aguda de 1.3% y de leucemia mieloide aguda 0.7%.
(Crespo,2001)

La leucemia mieloide aguda tiene una incidencia de 3.7 por cada 100,000 habitantes, con
aproximadamente 12,000 casos nuevos diagnosticados cada afio en Estados Unidos y
mas del 90% de los casos ocurren en adultos. La leucemia mieloide aguda es una de las
primeras 10 causas de mortalidad por cancer en adultos y es la segunda leucemia mas
frecuente después de la leucemia linfocitica cronica, pero ocupa el primer lugar en

muertes con 8,950 decesos por afio. (Ahmedin, Rebecca & Jiaquan,2010)

El registro histopatol6gico de neoplasias malignas de México reporta una incidencia anual
de leucemia aguda en la poblacién general de 2 de cada 100,000 habitantes al afio, para
leucemia mieloide aguda es de 0.7 por cada 100,000 habitantes al afio. (Ferlay, Bray,
Pisani & Parkin, 2000) En grupo de 43 pacientes con leucemia mieloblastica aguda
tratados con un esquema 7+3, la tasa de remisiones completas fue de 60%, con 61% de
pacientes con recaidas postinduccién a la remisién. La mortalidad en la induccién a la
remision fue de 30%. La supervivencia a 12 y 78 meses fue de 50 y 18%,

respectivamente. (Buitron et al., 2003)

En México existe poca informacién epidemiolégica de LA, el Hospital General de México
es una institucién de referencia que atiende principalmente a poblacion del centro de la
Republica Mexicana, en la tabla 1 reporta la frecuencia de las diversas leucemias agudas
acorde con la clasificacion del grupo FAB (Franco-Américo-Britanico). (Santoyo et al.,
2013)



Tabla 1. Frecuencia de las diferentes variedades de Leucemia Aguda. (Tomada de Santoyo et

al;2013)
LLA 1 16 LMA3 10.0
LLA2 457 54.9 LMA4 121 14.5
LLA3 18 2.1 LMAS5 8 1.0 n= 833, 100% |
LMAO 2 02 LMAG 12 1.4
LMA1 17 20 LMA7 0 0.0

LMA2 99 11.9

1.3 Leucemia Mieloide Aguda
La leucemia mieloide aguda (LAM ) es una enfermedad heterogénea que se caracteriza

por un bloqueo en la diferenciacion mieloide y una proliferacién descontrolada de los
progenitores mieloides anormales, que se acumulan en la medula Gsea y posteriormente
en la sangre (Grove et al.,2014), esta representa el segundo tipo de leucemia mas
frecuente en la infancia con 15% y el tipo mas comuin de Leucemia Aguda en poblacion
adulta con un 80 a 90 %, la mortalidad es elevada y se asocia directamente con la

enfermedad o con las complicaciones relacionadas al tratamiento. (Buga et al.,2014)

En la década de los 80 el grupo cooperativo Franco Americano-Britanico (FAB), ha
subdividido a LMA en diferentes variantes basados en su morfologia y citoquimica, el
examen de la morfologia de la médula nos permite calcular el porcentaje de blastos en el
espacio medular y datos morfolégicos que distinguen entre los blastos mieloides, también
se realizan diferentes tinciones especificas, en los 90 los estudios citogenéticos y de

inmunofenotipo consolidaron un papel fundamental en el diagnostico. (Merino,2010)



1.3.1 Morfologia, inmunofenotipo y citogenética.

Las

LAM se diferencian

de acuerdo con

sus caracteristicas morfologicas,

inmunofenotipicas y citogenéticas como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion de Leucemias Mieloides Agudas. (Tomado de Beveridge et.al;2003)

MO

M1

M2

M3

M4

M5

M6

M7

Indiferenciada

Mieloide

Mieloide
diferenciacion

con

Promielocitica

Mielomonocitica

Monocitica
Eritroleucemia

Megacarioblastica

MPO + <3%; PAS y
esterasa-

MPO + <3%; PAS y
esterasa-

MPO >10%; PAS y
esterasa-

MPO ++; PAS y esterasa-

MPO vy esterasa +; PAS -

MPO -; PAS y esterasa +
PAS ++; MPO y esterasa -

PAS ; MPO y esterasa -

HLA-DR CD13
CD 33,CD34,CD7

Similar a MO excepto CD15

HLA-DR CD13
CD 33, CD34,CD15

HLA-DR CD13,
CD15,CD33, CD34

HLA-DR CD14,CD15,
CD34,CD33,CDh13,CDh11

HLA-DR
CD13,CD33,glicoforina

HLA-DR CD34,CD33,CD41
CD61 , glicoproteina
plaquetaria

11g13; cambios
complejos en 50 7;
t(9;22) ocasionalmente

-5,-7,-17, del 3 p,+21,+8

(8;21); del 3p o inv(3); -
5,-7,1(6,9)+8

t(15;17)

Inv(16) o -16q; t(18,21)
a veces -5,-7,+8

1(9;11)(p21;p23),+8

-7 o del(7q) y/o -5 o del
-3,+8

20-25% hiperploidia +8,
+21



Figura 2. Morfologia de Leucemia Mieloide Aguda, MO-Indiferenciada, M1-Mieloide, M2-Mieloide
con diferenciacién, M3-Promielocitica, M4-Mielomonocitica, M5-Monocitica, M6-Eritroleucemia, M7-
Megacarioblastica. (Tomada de Ruiz; 1994)

A pesar de su utilidad diagnoéstica y de constituir la primera herramienta a la mano de los
investigadores, se reconocid que la interpretacion morfolégica, inmunofenotipica y
citogenética era insuficiente para establecer grupos de riesgo adecuados por lo tanto, en
la Gltima década comienzan a descifrarse algunos mecanismos que originan las diferentes
variantes de LMA. (Harmut et al., 2017) En las neoplasias, las alteraciones moleculares
suelen afectar a genes claves implicados en el control del ciclo celular o en mecanismos
de apoptosis.(Kelly & Guilliand, 2002)También pueden ser secundarias a la fusiéon de
genes normales y a la formacion de genes nuevos que dan lugar a proteinas
oncogénicas.(Takahashi, 2011) El resultado de las alteraciones moleculares da un
desequilibrio del ciclo celular o la supresion de los mecanismos de apoptosis, que tienen
como consecuencia la prolongacion de la vida celular; por lo tanto, en el 2016 la OMS
sugiere una nueva clasificacion en la que relaciona las diferentes variedades de LMA
(Chen, Shen & Chen, 2013) como se muestra en la tabla 3.



Tabla 3. Clasificacion de la OMS 2016 de las neoplasias mieloides y de la Leucemia Mieloide Agu-
da. (Tomado de Harmut et.al; 2017)

LMA con anomalias genéticas caracteristicas

LMA con t(8;21)(q22;922) RUNX1-RUNX1T1(CBFA/ETO)
LMA con inv(16)(p13;922) o t(16;16)(p13;922), CBFB-MYH11

Leucemia promielocitica aguda con t(15;17)(q22:q11-12),PML-RARA
LMA con t(9;11)(p22;923),MLLT3-MLL

LMA con t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

LMA con inv (3) (g21;926.2) o t(3;3)(q21;926.2),RPN1-EVI1

LMA (megacarioblastico) con t (1;22)(p13;q13), RBM15-MKL1
Entidad provisional: LAM con BCR-ABL1

LMA con NPM1 mutado

LMA con mutaciones bialelicas CEBPA
Entidad provisional: LAM con RUNX1 mutado

LMA con caracteristicas relacionadas con la mielodisplasia

Neoplasia mieloide asociadas a tratamiento

LMA, no categorizada

LMA con diferencia minima

LMA sin maduracién

LMA con maduracion

Leucemia aguda mielomonocitica
Leucemia monoblastica y monocitica aguda
Leucemia eritroide aguda

Leucemia megacarioblastica aguda
Leucemia basofilica aguda

Panmielosis aguda con mielofibrosis
Sarcoma mieloide

Proliferaciones mieloides relacionadas con el sindrome de Down
Mielopoyesis anormal transitoria

Leucemia mieloide relacionada con el sindrome de Down
Neoplasia celular dendritico plasmacitoide blastico.



Recientemente se ha propuesto una clasificacion en la que se agrupan ciertas anomalias
cromosomicas y genéticas, solas o combinadas, de las cuales se dividen cuatro grupos de

riesgo como se observa en la tabla 4. (Mrézek et al., 2012)

Tabla 4. Clasificacion de datos citogenéticos y biologia molecular de LAM con factor pronéstico.
(Dohner et.al; 2017)

1(8;21)(922;922); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1922)

t(16;16)(p13.1;922);

CBFB-MYH11 NPM1 mutado sin FLT3-ITD o con FLT3-
ITDbajo

CEBPA con mutacion bialélica

NPM1 mutado con FLT3-ITD?®

Wild-type NPM1 sin FLT3-ITD con FLT3-ITD**°

(9;11)(p22;923); MLLT3-KMT2A

Anomalias citogenéticas no clasificadas como favorables o
adversas

inv(3)(g21g26.2) or t(3;3)(q21;926.2); RPN1-EVI1
t(6;9)(p23;034); DEK-NUP214

t(v;11)(v;923); MLL rearreglo

-5 0(5q); -7/abnl(17p)

Con el desarrollo de nuevas tecnologias de secuenciacion, se descubren genes que se
encuentran relacionados a la progresion de LMA, recientes estudios han demostrado que
las mutaciones y la desregulacion en la expresion en los genes principalmente en pacien-
tes con LMA cariotipo normal (CN-LMA) en particular presentan mayor heterogeneidad

(Harmut et al., 2017) como se observa en la figura 3.
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Las mutaciones pueden actuar solas o combinadas para el desarrollo de LMA y estas se
agrupan en 2 clases; Clase | confieren ventajas proliferativas o de supervivencia en las
cuales se encuentra involucrados genes como FLT3, KIT, RAS, PNPN11, JAK2, la Clase
Il alteran los procesos de diferenciacion celular y apoptosis en el que se encuentran in-
volucrados PML-RAR a, RUNX1-RUNX1t1, CBFB- MYH11, MLL, CEBPa, NPM1, recien-
temente se han descubierto diversas mutaciones que no se encuentran en ninguna clasi-
ficacién pero promueven modificaciones epigenéticas como por ejemplo DNMT3a, TET2,
IDH1,IDH2, ASXL, WT. (Laguna, 2016)
Promueven modificaciones
epigenéticas
DNMT3«

TET2

IDH1

IDH2

ASXL1
WT1

Alteracion de la
diferenciacion celular

y subsecuente apoptosis : ;
Ventajas proliferativas

PML-RAR« . )
RUNX1-RUNX1t1 o de supervivencia
CBFB-MYH11 FLT3
MLL KIT
CEBP f RAS
NPM1('.;l G PNPN11
JAK2
LMA cBL

Figura 4. Modelo de cooperacién entre mutaciones asociadas a LMA. (Tomado de
Laguna;2016)

1.3.2 Diagnostico de Leucemia Mieloide Aguda
El diagndstico de Leucemia Mieloide Aguda se lleva a cabo mediante una recopilacion de

datos clinicos (biometria hematica, aspirado de medula 6sea, citogenética y biologia
molecular). (Lichtman & Liesveld, 2005)

Se realiza un analisis de frotis en médula ésea siguiendo los criterios de FAB, al igual que
una citoquimica con tinciones como mieloperoxidasa, negro de Sudan para M1, M2, M3y
la tincion de esterasa para M4, M5 y PAS para M6, el inmunofenotipo en el que se
identifica el predominio de cada poblacién celular y se complementa con estudios de
citogenética y biologia molecular en los cuales se clasificara a los pacientes en diferentes

grupos de riesgo. (Gutiérrez, 2014)
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1.3.3 Tratamiento de Leucemia Mieloide Aguda
La fase inicial de la quimioterapia se llama “tratamiento de induccién”. La induccion puede

implicar el uso simultdneo de varios farmacos, o una secuencia planificada de
tratamientos. Para la mayoria de los subtipos de la LAM, los pacientes se tratan con una
antraciclina, como daunorrubicina, doxorrubicina o idarrubicina, combinada con citarabina
(también llamada “citosina arabindsida” o “ara-C”). Es posible que se afiadan otros
farmacos, o que se administren sustitutos para pacientes en mayor riesgo, con una
enfermedad resistente al tratamiento o en recaida. Para los pacientes que sufran una
recaida de LAM o pacientes con alto riesgo de recaida después de la quimioterapia,
puede que se afada al plan de tratamiento un autotrasplante o alotrasplante. La
antraciclina y la citarabina actian de diferentes modos para detener la proliferacion de las
células de LAM. (Othus et al., 2014)

La daunorrubicina por lo general se administra durante los primeros 3 dias de tratamiento,
la citarabina comienza a administrarse al mismo tiempo, pero la duraciéon es de 7 a 10

dias, este tratamiento también se conoce como “3+7”. (Lowenberg et al., 2010)

El tratamiento que se utiliza para M3 es el anterior mas tabletas de &cido transretinoico de

la cual de observa un 85 a 90% de remisiones completas. (Huang et al.,1998)

El desarrollo de nuevos farmacos moleculares como blancos terapéuticos para leucemia
mieloide en los que se espera mejores resultados en los pacientes como por ejemplo para
IDH1/IDH2, existen tres medicamentos de relevancia los cuales son AG-120,
Enasidenib, Ivosidenib (Celgene), en los cuales se observan tasas de remision del 57%

junto con el esquema 7+3. (Dang et al.,2009)

1.4 Enzima lsocitrato Deshidrogenasa.

1.4.1 Ciclo de Krebs.
El ciclo de Krebs también conocido como ciclo citrico o de acidos tricarboxilicos es la via

final comuan para la oxidacién de las moléculas energéticas: aminoacidos, acidos grasos e
hidratos de carbono, liberando energia en forma utilizable, todo este mecanismo oxidativo

se divide en tres etapas de las cuales, el ciclo de Krebs es la segunda. (Owen et al., 2016)

En la primera etapa, los carbonos de estas macromoléculas dan lugar a moléculas de dos
carbonos, e incluye las vias catabdlicas de aminoéacidos., la beta oxidacién de grasos y

glucdlisis. La tercera etapa es la fosforilacion oxidativa, en la cual el poder reductor de
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NADH (nicotinamida adenina dinuclétido fosfato) y FADH, (flavin adenin dinucleétido

fosfato) generado se emplea para la sintesis de ATP(adenosin trifosfato). (Pérez, 2012)

La regulacion del ciclo de Krebs se da por retroalimentacion negativa, por unién alostérica
del ATP, que es un producto de la via y un indicador del nivel energético de la célula,
entre las enzimas involucradas la de piruvato deshidrogenasa que sintetiza al acetil-CoA
necesario para la primera reaccion del ciclo a piruvato, procedente de la glucolisis o del
catabolismo de aminoacidos, al igual las enzimas citrato sintasa, isocitrato
deshidrogenasa y a-cetoglutarato, que catalizan las primeras tres reacciones del ciclo de
Krebs, son inhibidas por altas concentraciones de ATP, esta regulacion frena este ciclo
degradativo cuando el nivel energético de la célula esta equilibrado, algunas enzimas son
reguladas negativamente cuando el nivel reductor de la célula es elevado. EI mecanismo
que lleva a cabo es a través de una inhibicibn competitiva por producto NADH
(nicotinamida adenida dinucléotido) de las enzimas que emplean NAD" como sustrato. Asi
que regulan, entre otros, los complejos piruvato deshidrogenasa y citrato sintasa. (Pérez,
2012).
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Figura 5. Regulacién del ciclo de Krebs. La regulacion se ejerce principalmente por la disponibili-
dad de sustratos, la relacion NADH/NAD" mitocondrial y la regulacién alostérica ejercida sobre las
enzimas citrato sintasa (1) isocitrato deshidrogenasa
(2) y succinil-CoA (3). (Tomada de Blasco et.al; 2010)
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1.4.2 Isocitrato Deshidrogenasa.
La enzima isocitrato deshidrogenasa patrticipa en metabolismo de los carbohidratos en el

ciclo de Krebs , que cataliza la descarboxilacién oxidativa del isocitrato para formar a-
cetoglutarato, la enzima isocitrato deshidrogenasa es dependiente de NAD" / NADH' ,
existen mas de tres isoenzimas de IDH, y se ven relacionados con la supresién de
apoptosis, estimulacion de supervivencia y crecimiento celular, esto debido a que
protegen a la célula y mitocondria de dafio oxidativo a partir de la formacién de radicales
libres de oxigeno, por lo tanto las moléculas de IDH estan relacionadas a la sintesis de
energia del ciclo de Krebs, también contribuyen a la proteccién celular mediante la
produccion de NAPDH y regulan la funcién de procesos dependientes de a-KG. (Yasutake
et al.,2003)

IDH1 cataliza las reacciones de descarboxilacion oxidativa del isocitrato y del
oxalasuccinato utilizando exclusivamente NADP® como aceptor de electrones, el
oxalasuccinato es uno de los intermediarios de la reaccién del isocitrato, la proteina tiene
una longitud de 414 aminoécidos, se localiza en el citoplasma especificamente en el

peroxisoma, se codifica en el cromosoma 2g33.3 (Persons et al.,2008)

IDH2 es una variante de la enzima IDH1, cataliza las reacciones de la descarboxilacion
oxidativa del isocitrato y del oxalosuccinato utilizando exclusivamente el NADH" como
aceptor de electrones, la proteina tiene una longitud de 452 aminoacidos, su localizacién

es en la mitocondria, se codifica en el cromosoma 15g26.1 (Geisbrecht & Gould, 1999)
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Figura 6. (A) Cromosoma 2g33.3 IDH1 y (B) Cromosoma 15g26.1 IDH2. (Tomada de Genetics
home reference; 2015)

1.4.3 Mecanismo de la enzima Isocitrato Deshidrogenasa
IDH tiene un rol importante en la generacion de metabolitos y el flujo de electrones entre

la mitocondria y el citosol. La biosintesis de metabolitos en el ciclo de Krebs, IDH1/IDH2
representa la mejor via celular para la generacion de NADPH en tejido junto con la via de
las pentosas. La catalizacién de isocitrato deshidrogenasa en a-KG por IDH1/IDH2
produce un equivalente por NADP y es un factor esencial en la reducciéon para los
controles de mecanismos de dafios al reducir el glutatién, todo esto conduce una perdida
reductiva de IDH1/IDH2 en funcién a las células cancerosas, lo que hace es leer el DNA
dafado y el genoma inestable. (Nekrutenko et al., 1999)
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1.4.4 Via de sefalizacion de la enzima Isocitrato Deshidrogenasa mutada
Las mutaciones descritas actualmente de IDH abordan un panorama en el cual se ven

involucrados diferentes mecanismos que alteran a la célula ocasionando un dafio
somatico, en donde el sitio activo donde se encuentra la arginina se unir4 con el
isocitrato modifica su funcién especificamente en los codones R132 para IDH1 y R172,
R140 para IDH2, lo que ocurre es una sustitucién de aminoacidos, en el que se reducira
la formacion de ao-KG y NADPH y se producird 2- Hidroxiglutarato inhibiendo a las

enzimas dioxigenasas. (Yan et al., 2009)

Las modificaciones epigenéticas causadas por el producto 2-Hidroxiglutarato por las
mutaciones en el oncometabolito isocitrato deshidrogenasa dan como resultado diferentes

procesos que tienen impacto en:

e Nducleo celular causando la inhibicion de la histona lisina desmetilasa junto con
TET2 involucrada en la maduracién de Células Madre Hematopoyéticas,
(Delhommeau et al., 2009) al igual que compactacion de histonas de DNA que es
resultado de la hipermetilacién, produciendo un silenciamiento de genes que

ayudan a la hematopoyesis. (Loenarz & Shofield, 2011)

¢ La degradacién del Factor inducible a Hipoxia(HIF-1a), la enzima prolilhidroxilasa
es la responsable de regular la estabilizacién y activacion del factor inducible a
hipoxia que en condiciones normales de oxigeno es degradada por la enzima, en
cambio en situaciones de hipoxia no ocurre la degradacion de HIF, y por lo tanto
se acumula dando como resultado la la transcripcion de genes relacionados con el
crecimiento de la celula tumoral, invasion, angiogénesis y metastasis. (Chesnelong
et al., 2014)

e Colageno: Las alteraciones de este oncometabolito involucran al colageno
ocasionando el deterioro de la maduracién lo que puede provocar metastasis.
(Sasaki et al., 2012)

e Por otra parte, la mutacion de IDH disminuye los niveles de NADPH el cual
mantiene el balance oxidativo celular regulando a especies reactivas de oxigeno
(ROS), cuando se encuentra mutado los niveles de ROS aumentan provocando
asi un dafio oxidativo, disminuyendo la supervivencia de la célula. (Zhang et al.,
2013)
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Como se puede observar en la figura 7 que ejemplifica el mecanismo molecular en la que
se encuentran involucras IDH1/IDH2 asociadas a tumorogenesis, la conversion del
isocitrato en aKG en pacientes sanos produciendo NAPDH, en cambio cuando la enzima
se encuentra mutada se genera el oncometabolito R-2 HG que consume el NAPDH
generado, (Owen et al., 2016) de igual forma se observa las modificaciones epigenéticas

gue involucran a los genes mencionados anteriormente.
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Figura 7. Mecanismo molecular de la enzima isocitrato deshidrogenasa mutada.
(Tomado de Clark et.al;2016)

19



1.4.5 Tipos de mutacion de la enzima Isocitrato Deshidrogenasa.
Las mutaciones reportadas en pacientes con Leucemia Mieloide Aguda seran

identificadas como ya se ha mencionado cuando el aminoacido de arginina es
intercambiado al existir una modificacién en la base nitrogenada dando como resultado
una lectura diferente del triplete de aminoacidos, Sadudde y colaboradores en su articulo

muestran las mutaciones mas frecuentes de IDH*, como se observa en la tabla 3.
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Figura 8. Estructura de IDH1/IDH2 en el cual se muestra en rosa el sitio activo de la arginina al que

se unira con el isocitrato. (Tomado de Ward et al; 2010)
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Tabla 5. Mutaciones presentes en la enzima Isocitrato Deshidrogenasa.

Cambio de aminoacido

Arginina por Histidina

Arginina por Cisteina

Valina por Isoleucina

Glicina por Glicina

Arginina por Metionina

Arginina por Lisina

Arginina por Glutamina

Arginina por Lisina
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2. JUSTIFICACION

La Leucemia Mieloide Aguda es una enfermedad heterogénea con un mal
prondstico para los pacientes que las presentan, en mas de 40 afios la tasa de
sobrevida de los pacientes no ha cambiado ya que el tratamiento de induccion es
muy amplio y no tiene un impacto favorable en los subtipos de LMA con excepcion
de LMA -M3, la ventaja que representa tener blancos terapéuticos para ciertos
rearreglos cromosémicos podria brindar un panorama mas definido para la

eleccion de tratamiento de dicha enfermedad.

El estudiar ciertas mutaciones genéticas de le enzima isocitrato deshidrogenasa
nos vislumbrara una brecha de conocimiento en el que nos permitiremos conocer
la frecuencia de este gen en poblacién mexicana al detectarlo en los pacientes y
con ello implementar un tratamiento dirigido hacia la mutacién de IDH , en la
actualidad existen farmacos que son utilizados como blanco terapéutico para estas
mutaciones y se ha demostrado que la sobrevida de los pacientes se ve

modificada ocasionando una respuesta de remisién completa.

El presente estudio pretende dar a conocer la frecuencia de las diferentes
mutaciones de la enzima isocitrato deshidrogenasa en pacientes con leucemia

mieloide aguda de novo del Hospital General de México “Eduardo Liceaga”.
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3. HIPOTESIS

Si se identifican las mutaciones de enzima IDH1/IDH2 en pacientes con Leucemia
Mieloide Aguda de novo entonces sera posible determinar cuéles son las més
frecuentes en los pacientes del Hospital General de México y con ello

correlacionar con los datos clinicos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General
Identificar las mutaciones del gen isocitrato deshidrogenasa mediante las

técnicas de genotipificacion y MLPA en Pacientes con Leucemia Mieloide

Aguda de novo del Hospital General de México.

4.2 Objetivos Particulares
e Conocer la frecuencia de las mutaciones del gen IDH 1/IDH2 en

pacientes con LMA.

e Correlacionar los datos clinicos con las mutaciones.

24



5. DISENO EXPERIMENTAL

5.1 Tipo de disefio y estudio.
Estudio experimental, retrospectivo, transversal y analitico.

5.2 Poblacion y tamafio de muestra
La poblacién estudiada fue del Hospital General de México “Eduardo Liceaga”, con un

total de 84 pacientes diagnosticados con leucemia mieloide aguda de novo, en un periodo
de tiempo de 2014-2017.

5.2.1 Tamafo de la muestra.
El tamafio de la muestra fue de 44 pacientes se determin6 en base a datos que fueron

obtenido considerando el promedio de los ingresos actuales de casos por afio de
leucemia mieloide aguda de novo al laboratorio de Biologia Molecular del Servicio de
Hematologia del Hospital General de México, el tamafio de la muestra calculada fue de 50
pacientes en un periodo de Enero a Diciembre del 2017. Se utilizo un nivel de confianza
95%.

5.3 Criterios deinclusion
e Pacientes del Hospital General de México “Eduardo Liceaga” diagnosticados con

leucemia mieloide aguda de novo.
¢ Historial clinico completo.
e Pacientes mayores de 14 afios.
e Hombres y Mujeres.

e Muestra de novo.

5.4 Criterios de exclusion
e Pacientes que presenten co-morbilidad con otro tipo de cancer.

5.5 Criterios de eliminacion
e Material genético insuficiente o de mala calidad.
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5.6 Tabla 6. Variables experimentales

o

IDH 1 R 132 H (395 G>A)

IDH1R 132 C (394 C >T)

IDH1V 178 |

IDH 1 G 105 G (678 G > A)

IDH2 R 172K (515G > A)

IDH 2 R 172 M (515 G >T)

IDH2 R 140 Q (421 G>A)

Edad

Hemoglobina

Leucocitos

Plaquetas

Arginina por Histidina

Arginina por Cisteina

Valina por Isoleucina

Glicina por Glicina

Arginina por Metionina

Arginina por Lisina

Arginina por Glutamina

Edad que refiere el sujeto a la fecha
de diagnostico

Variable que evalua el nivel de

Hemoglobina en la sangre

Variable que evalua el nivel de

leucocitos en la sangre

Variable que evalla el nivel de
plaquetas en la sangre

Cualitativa
dicotomica
Cualitativa
dicotomica
Cualitativa
dicotomica
Cualitativa

dicotdbmica

Cualitativa

dicotomica

Cualitativa

dicotdbmica

Cualitativa

dicotémica

Cuantitativa

Discontinua

Cuantitativa

Continua

Cuantitativa

Continua

Cuantitativa

Continua

Presente o Ausente

Presente o Ausente

Presente o Ausente

Presente o Ausente

Presente o Ausente

Presente o Ausente

Presente o Ausente

Afos cumplidos

12-16 g/dL

4.5-10 x10°uL

150-450 x 10°uL
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Lactato Deshidrogenasa Variable que evalla el nivel de Cuantitativa 98-192 UI/L

Lactato Deshidrogenasa en el suero .
(LDH) g Continua

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material bioldgico

6.1.1 Aspirado de Médula Osea (AMO) o extraccion de Sangre Periférica (SP).
Se realizo un aspirado de médula 6sea o toma de muestra de sangre periférica para

obtencion de la sangre del paciente con diagnéstico confirmado de leucemia mieloide

aguda de Novo.

6.2 Aislamiento de Leucocitos de AMO y SP
Las muestras obtenidas por aspirado de médula 6sea o toma de sangre periférica se les

realizo un procedimiento en el cual se emplean diferentes soluciones para el aislamiento

de leucocitos.

Como primer paso se realizé un mezclado de una solucién de PBS con la medula ésea o
sangre periférica en una proporcion de 1:1, se centrifuga por 5’ a 2500rpm, se procedio a
retirar la capa leucocitaria, posteriormente se afiadidé una soluciéon hiperténica que
permitié la de lisis de eritrocitos en una proporcion de 1:2 , se incubaron por 10" a 4°C 'y
se volvio a centrifugar por 5 a 2500 rpm, el sobrenadante se decantd, a el pellet
leucocitario se le realizo un segundo lavado con PBS y se centrifugo por 5 a 2500rpm ,
posteriormente se empaquetaron las células 1x10° en tubos eppendorf de 1.5uL

adicionando 750 puL de reactivo de DNAzol ®y se almacenaron en refrigerador de -80°C.

6.3 Extraccion y Purificacion del DNA gendmico
La extraccion del DNA se llevé a cabo con el reactivo de DNAzol ®, por el método de

Chomczynsky, se le realizaron lavados al DNA, el primer paso fue la adicion de etanol
absoluto 300 puL con el cual precipito en DNA, se homogenizd, decanto y se procedi6 a
realizar un segundo lavado del DNA con etanol al 70%, se homogenizo se decanto y dejo
secar 5" a temperatura ambiente (TA), posteriormente se afiadié una solucion de tris base
con EDTA (TE) 1x.
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6.4 Cuantificacion, determinacion de la calidad y la integridad del
material genético

La cuantificacion de DNA se realiz6 con el espectrofotometro UV-Vis (Thermo Scientific
Genesys 10S UV-Vis) a una longitud de onda de 260/280, el DNA fue diluido con agua
inyectable en una dilucién de 1:500 y se corroboré su integridad en un gel de agarosa al
1% cargando 5 pL de DNA + 2uL de buffer de carga y 2 yL de TE 1X , la corrida de la
camara de electroforesis fue de 70 volts por 30’, el DNA fue almacenado a-20° C.

6.5 Genotipificacion de Mutaciones
La técnica de Genotipificacion consistié en la discriminacion alélica para la deteccion de

dos variantes de secuencia de un Unico nucleétido (SNPs) , para IDH 1 R105H (678 G>A)
e IDH2 R140 Q (421 G>A) , las sondas utilizadas son complementarias para cada uno de
los SNP’s y poseen un fluorocromo diferente en el extremo 5’ y un reportero en el extremo
3’, durante la fase exponencial de la reaccion la DNA polimerasa rompe sonda(s)
hibridadas con el DNA, separando el flurocromo del reportero y emitiendo una
fluorescencia que cada una de las sondas o de ambas, de las cuales la deteccion de
VIC®, FAM™ o ambas nos dio a conocer si el paciente es homocigoto para el wild type de

IDH1/IDH2 o heterocigoto para mutacion.

Los ensayos se realizaron en el equipo StepOne™ (Applied BioSystems, Life
Technologies) con el Kit de genotipificacion TagMan® Genotyping MasterMix (Applied-
BioSystems, Life Technologies). Las reacciones para cada una de las sondas utilizadas
para las mutaciones fuerdn las siguientes 1.0 pL de DNA gendémico, 0.7 uL de sonda, 10
uL de MasterMix, en un volumen final de 20 uL para el control negativo se utilizé agua

libre de nucleasas.

Sonda Gen Mutacién
C 42648573 10 IDH 1 G105G (678 G>A)
C_163475619_10 IDH2 R140 Q (421 T>A)

Tabla 7. Sondas TagMan® utilizadas para la identificacion de las mutaciones.
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6.6 MLPA
Técnica de Multiplex Ligation-dependent probe amplification o Amplificacion dependiente

de ligacion por sondas multiplex (MLPA).

La amplificaciébn mdltiple de sondas ligadas o MLPA es una variante de PCR en la cual se
puede amplificar diferentes secuencias de DNA en una misma reaccion utilizando un solo

par de cebadores, en condiciones de ciclos de temperatura diferentes.

Por esta técnica se pueden amplificar regiones génicas cercanas o adyacentes con la
finalidad de determinar con certeza la dosis génica en muestras de DNA de pacientes

afectados de deleciones o duplicaciones en estado de heterocigoto e homocigoto.

La técnica de MLPA permite el andlisis mediante electroforesis capilar de hasta 45 sondas
diferentes amplificando en una sola reaccion, cada secuencia del DNA blanco es
reconocida por una sonda conformada por dos mitades denominadas son 5’ y 3’, si existe
complementariedad de las dos sondas con la muestra de DNA templado, se forma un

enlace fosfodiéster entre ambas mediante la accién de una ligasa.

Los extremos de ambas sondas poseen una secuencia disefiada que es complementaria
a un solo par de oligonucleétidos o cebadores universales que permiten amplificacién por

PCR, siempre y cuando las sondas 5’ y 3’ se hayan ligado.

Los cebadores universales permitiran la amplificacion de todas las sondas bajo la mismas
condiciones; los ensayos mas recientes, incluyen un cebador universal marcado con una
molécula fluorescente en el extremo 5’ el cual permite la deteccién de los amplicones en
un equipo de secuenciacién automatizada, la distincion entre diferentes sondas ligadas y
amplificadas correspondientes a cada una de las regiones blanco del DNA templado, se
basa en el tamafio de pares de bases de cada sonda ligada y amplificada, como se

observa en la figura 9.

Los ensayos de (MLPA) MRC-Holland® para la deteccién de las mutaciones de IDH1/IDH2
se realizaron en un termociclador convencional, con el kit P370-B1 BRAF-IDH1-IDH2,y
para la deteccion de los amplicones se utilizd el equipo de secuenciacion (ABY-

3770XL) y el resultado obtenido se analiz6 en el software Coffalyser.net

*Consultar anexo de Protocolo General de MLPA.
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Figura 9. Esquema de MLPA. (MLPA MCR®-Holland)

6.7 Anélisis estadistico
Se realizo un andlisis estadistico descriptivo para la obtencién de medias y rangos de las

diferentes variables numéricas. Para la diferencia de medias de las variables, se realiz6 la

prueba t Student, p < 0.05, con un nivel de confianza del 95%.
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7. RESULTADOS

7.1 Caracteristicas de la poblacién.
Se estudiaron 84 pacientes con diagnostico de leucemia mieloide aguda de novo en un

periodo de 2014-2017 con expediente clinico completo de los cuales se obtuvo una
frecuencia mayor del género femenino que corresponde n= 48(57.14%), del masculino se
obtuvo n=36(42.85%) como se observa en el gréfico 1,se dividié en tres grupos etarios el
primero fue menor de 35 afios de los cuales se obtuvo n=30(35.71%), el siguiente fue de
35-55 afios con n=28(33.33%), el ultimo grupo fue mayor a 55 afios n= 26(30.95%)como

se observa en el grafico 2.

Clasificacion por género de pacientes con LAM

B Masculing

57.14 %

Femenino

Grafico 1. Frecuencia de género en la poblacion.
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Clasificacion por grupos de edades en pacientes con LMA

n = 35
= 35-55
= >55
Grafico 2. Frecuencia de edades en la poblacion.
Clasificacion de FAB de los pacientes con LMA
1.19%
3.57% ~_ | — 2.38% = MO
2.38%
= M1
= M2
o M3
= M4
= M5
= Mb
u M7

Grafico 3. Clasificacion de los pacientes con Leucemia Mieloide Aguda de Novo
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El diagndstico de leucemia mieloide aguda de novo se realizé con un analisis morfolégico
siguiendo los criterios de FAB de los cuales se encontro las siguientes variedades M1 n=
2 (2.38%), M2 n=18 (21.42%), M3n=11 (13.09%), M4 n=47 (55.94%), M5 n=2 (2.38%), M6
n=3(3.57%), morfolégicamente no identificables solo con marcaje de anticuerpos
monoclonales fueron las M7 n=1 (1.19%) y MO n=0 (0%) encontrando un mayor humero

de pacientes diagnosticados con LAM M4 como se observa en el grafico 3.

Los datos clinicos que se obtuvieron a partir de los expedientes clinicos de pacientes con
Leucemia Mieloide Aguda fueron los siguientes leucocitos, hemoglobina, plaquetas, LDH,
conteo de blastos y cariotipo como se muestra en la tabla 8, es importante destacar que

todos los datos clinicos fueron tomados al diagnoéstico de la patologia.
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Tabla 8. Caracteristicas Generales de los Pacientes.

Género
Masculino
Femenino

Edad (afios)
Menor de 35 afios
35-55 afios
Mayor de 55 afos

36 (42.85%)
48 (57.14%)

30 (35.71%)
28 (33.33%)
26 (30.95%)

Media (rango)

Leucocitos (x10°/uL) 106.76 (0.2-344.3)

Media (rango)
Hemoglobina (g/dL) 7.97 (3.82-13.5)
Media (rango)

Plaquetas (x10°/uL) 42.45 (3-228)

LDH (UI/L)
Valor menor a 350 UI/L 38 (45.23%)
Valor mayor a 350 UI/L 40 (47.61%)

Variedades morfoldgicas. (FAB)

M1 (sin diferenciacion) 2 (2.38%)

M2 (con diferenciacion) 18 (21.42%)
M3 (Promielocitica) 11 (13.09%)
M4 (Mielomonocitica) 47 (55.94%)
M5 (Monoblastica) 2 (2.38%)
M6 (Eritroblastica) 3 (3.57%)

Morfolégicamente no identificables solo con
marcaje con Ac Mo

MO (indiferenciada) 0 (0%)

M7 (Megacarioblastica) 1(1.19%)
Cuenta de blastos en MO al diagnostico

<40 %

40-60& 24 (28.57%)
>60% 7 (8.33%)
Cariotipo 42 (50%)
Citogenética normal

Hiperdiploidia 42 (50%)
No crecimiento 1 (1.19%)

41 (48.08%)
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El conteo de blastos en médula 6sea al diagndstico se obtuvo lo siguiente menor de 40%
de blastos n=24 (28.57%), 40-60% de blastos n=7 (8.33%) y mayor a 60% de blastos
n=42 (50%). Los resultados que se obtuvieron de citogenética fueron los siguientes se
encontrd un cariotipo normal n=42 (50%), hiperploidia n=1 (1.19%), no crecimiento n=41
(48.08%) en los pacientes. Los pacientes a los cuales se les realizo citometria de flujo se

observé mayor expresion en los antigenos CD33+, 34+,117+.

7.2 Cuantificacién, Extraccion de Material Genético y Analisis de
Integridad de Muestras

El material genético se obtuvo de las muestras de Leucemia Mieloide Aguda de Novo
Pacientes del Hospital General de México de las cuales a partir de su cuantificacién se
obtuvo una media de concentracion 99.29 ng/uL y una proporcién de 1.6, de igual manera
se realizé una electroforesis de DNA gendmico de 12 muestras como se observa en la
figura 10 en la cual se puede verificar la integridad de la muestra ya que se observa una

banda definida.

1 2 3 4 5 & 7 B ] 10 1 12

Figura 10. Electroforesis de DNA gendmico de 12 pacientes con leucemia mieloide aguda

de novo, en gel de agarosa al 1% obtenidas por el método de extraccién de DNAZOL.

Se realiz6 una amplificacién del gen constitutivo (GAPDH) para verificar la eficiencia del

DNA extraido, obteniendo una banda de 440 pb.

MPM 1 2 3 4 5 o 7 8 9 10 11

L

130 B b

600 pb

Figura 11. Gen constitutivo GAPDH (440pb) en 10 pacientes con leucemia mieloide
aguda de novo. Carril 1: Control negativo de la reaccion. Carril 2-11: Pacientes.

Gel de agarosa al 1.5%.

35



Para la identificacion de las mutaciones se utilizaron los métodos de genotipificacion y

MLPA (amplificacion dependiente de ligacion por sondas multiplex).

7.3 Genotipificacion
Se realiz6 un ensayo de genotipiflcacion en el cual se identificaron las mutaciones para

IDH 1 G105G (678 G>A) y para de IDH2 R140 Q (421 G>A). El total de pacientes
analizados fue de 84 con Leucemia Mieloide Aguda de Novo, la frecuencia encontrada
para estas variantes de mutaciones fue el mismo para IDH1 e IDH2 con un 1.2%,

respectivamente.

Las Figuras 12 y 13 muestran el plot de discriminacion alélica en el que indica el genotipo

con base al software.
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Figura 12. Plot de discriminacién Alélica para la mutacion IDH 1 G105G (678 G>A)
. El eje X representa el nivel de amplificacion para el alelo A. El eje de las Y
representa el nivel de amplificacion para el alelo G. Los puntos en color azul

representa a una paciente homocigoto sano, en verde heterocigoto.
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Figura 13. Plot de discriminacién Alélica para la mutacion de IDH2 R140 Q (421
T>A). El eje X representa el nivel de amplificacion para el alelo T por lo tanto las el
eje de las Y representa el nivel de amplificacién para el alelo A. Los puntos en

color azul representan a un paciente homocigoto sano, en verde heterocigoto.
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7.4 MLPA

El ensayo de amplificacion dependiente de ligacion por sondas multiplex (MLPA)MRC-
Holland para la deteccién de las mutaciones de IDH 1/2. El total de pacientes analizados
fue de 37 con Leucemia Mieloide Aguda de Novo de los cuales se encontré6 una
frecuencia para IDH 1 R132H del 3.6% e R132C del 2.4%, por otra parte la identificacion
de IDH2 para las mutaciones R172K (2.4%) y R172M fue de 0%

La figura que se muestra a continuacion es el plot generado por el programa Coffalyser

en el que se identifican las diferentes mutaciones.
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Figura 14. Electroferograma generado por el programa Coffalyser MCR- Holland para la
deteccion de las mutaciones de IDH1/2 en el se muestra al paciente LAM 10 se observa
la presencia de mutaciones IDH 1 R132H (395 G>A) e R132C (394 C>T).
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7.5 Frecuencia de las mutaciones en la poblacion mexicana

Se analizo un total de 84 de muestras de pacientes con Leucemia Mieloide Aguda de los
cuales presentaron mutaciones 13 pacientes, el grafico 4 muestran la frecuencia por parte
IDH1 son n=74 (88.08%) pacientes para wild type, el género femenino corresponde n=41
(48.80%) y masculino de n=33 (39.8%), en el caso de pacientes mutados fueron n=10

(11.9%) de los cuales el género femenino y masculino fue n=5 (5.95%) respectivamente.

IDH1

= Wild Type
5.95% ® Mutado
= Masculino

Femenino

Grafico 4. Frecuencia por género de mutaciones IDH 1.
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Para IDH2 la grafica 5 muestra un total de n=81 (96.42%) pacientes para wild type de los
cuales el género femenino fue de n=44 (52.38%) y masculino fue de n=37 (44.04%), en
cuestion de las mutaciones el total fue de n=3 (3.57%) para género femenino fue de n=2

(2.38%) y para masculino fue de n=1 (1.19)

IDH2

= Wild Type

" Mutado

Femenino

u Masculino

Gréfico 5. Frecuencia por género de mutaciones IDH 2.
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De los 13 pacientes que presentaron la mutacion los resultados dependiendo el tipo de

mutacién, género y variante de LMA son los siguientes:

Tabla9. Pacientes que presentan los diferentes tipos de mutaciones de IDH1/IDH2 el

género y variante de LMA.

IDH1 R132C Femenino M3
IDH1 R132C Masculino M4
- IDH1 R132H
_ IDH1 R132C Femenino M2
IDH 1 V178l Masculino M2
- IDH2 R172K
_ IDH 1 V178l Femenino M4
_ IDH 1 V178l Femenino M2
IDH1 R132H Femenino M1
_ IDH1 R132H Masculino M2
_ IDH2 R172K Femenino M2
_ IDH1 G105G Masculino M4
_ IDH1 R132H Femenino M6
_ IDH1 R132C Masculino M5

Pacientes que presentan los diferentes tipos de mutaciones de IDH1/2 el género y el tipo
de variante de LMA. Abreviacion LMA, Leucemia Mieloide Aguda; R, Arginina; H,
Histidina; C, Cisteina; G, Glicina; V, Valina; I, Isoleucina; K, Lisina; M, Metionina; Q,

Glutamina

Como se muestra en la tabla 9 hubo mayor frecuencia de mutaciones en pacientes del
género femenino y el variante de LMA mas frecuente fue la M2 seguido por M4, es
importante mencionar que las mutaciones se presentaron en todos las variantes de LMA

con excepcion de MO
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El objetivo principal de la investigacion como ya se ha mencionado era identificar la

frecuencia de las mutaciones de IDH1/IDH2 en pacientes con leucemia mieloide aguda de

novo del Hospital General de México y en los siguientes gréficos se observan los

resultados obtenidos:

Frecuencia de mutaciones de IDH1

4.8%  1.2% 1.2% = WT
3.6% 2"?‘%---
— = G105G
1.2%
' = R132H
R132C
= V178l

= R132H/R132C

= G105G/R132C

Gréfico 6. Frecuencia de las mutaciones de IDH 1.

Frecuencia de mutaciones de IDH2

2.4% L%

WT

= R172K

" R1400

Gréfico 7. Frecuencia de las mutaciones de IDH 2.
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En los gréficos 6 y 7 se muestran la frecuencia porcentual de las mutaciones de
IDH1/IDH2, como se observa la presencia de las mutaciones de IDH 1 pueden estar
solas o combinadas, la mutacion mas frecuente sola fue V178l (4.8%), seguido por R132H
(3.6%), R132C (2.4%), combinadas se obtuvo una frecuencia porcentual igual para
R132H/R132C y G105G/R132C (1.2%). IDH2 se muestra una frecuencia porcentual para
la mutacion R172K (2.4%) y R140Q (1.2%).

Las caracteristicas clinicas recabadas de los pacientes del gen isocitrato deshidrogenasa
mutado (IDH 1), se muestran en la tabla 10, de los cuales se observé que pacientes
femeninos y masculinos presentaron la mutacion por igual que fue de n=5 (5.95%) , en su
diferentes variedades morfolégicas se encontrd la presencia de las mutacion en las
variantes M1,M2,M3, M4,M5,M6, M7 con excepcion de la MO , se debe destacar que se
observé una mayor frecuencia en la variedad M2, de los pacientes que recibieron el
esquema 3+7, n=9 (10.71%) presentaron la mutacion, para el esquema mini 3+7, n=1
(1.19%), la respuesta de los pacientes fue la siguiente para respuesta completa y muerte
en aplasia se presenté n=4 (4.76%) respectivamente , en remision parcial y enfermedad
refractaria fue de n=1 (1.19%), el prondstico de los pacientes fue favorable n=4 (4.76%) y

intermedio para n=6(7.14%).

Al analizar a los 10 pacientes wild type vs mutados con IDH1 y su relaciéon con los
parametros clinicos los resultados son los siguientes en edad se observé (42.22 vs 45.85
edad media; p=0.642), leucocitos (117.71 vs 28.64 x 10° uL; p= 0.634), hemoglobina
(9.63 vs 7.87 g/dL; p= 0.733), plaquetas (40 vs 46 x 10° pL; p=0.165), LDH (627 vs 358
UI/L; p=0.422).
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Tabla 10. Caracteristicas de pacientes con LMA con IDH1 wild type y mutado

No. De casos Totales 84 74 10
No. Masculino/Femenino 36/48 33/41 5/5
Edad, afios
Media (rango) 42.7 (15-86) 42.22 (15-82) 45.85 (17-86) 0.642
Hemoglobina, g/dL
Media (rango) 7.97(3.82-13.5) 9.63 (3.82-13.5) 7.87 (4.1-12.8) 0.733
Leucocitos, x10%/uL
Media (rango) 106.76(0.2-344.3) 117.71 (0.2-344.3) | 28.64 (1.35-156.8) 0.634
Plaguetas, x10*/uL
Media (rango) 42.45 (3-228) 40 (3-198) 46 (5-228) 0.165
LDH, UI/L
Media (rango) 639.87 (89-3921) 627 (110-3921) 358 (89-766) 0.422
Diagnéstico n n (%) n (%)
MO 0 0 (0) 0 (0)
M1 2 1(1.19) 1(1.19)
M2 18 14 (16.66) 4 (4.76)
M3 11 10 (11.90) 1(1.19)
M4 47 45 (53.57) 2 (2.38)
M5 2 1(1.19) 1(1.19)
M6 3 2 (2.38) 1(1.19)
M7 1 1(1.19) 0 (0)
Esquema
3+7 75 66 (78.57) 9 (10.71)
ARA C SC 6 6 (7.14) 0(0)
Mini 3+7 2 1(1.19) 1(1.19)
2+7 1 1(1.19) 0(0)
Respuesta
Respuesta Completa 36 32 (38.09) 4 (4.76)
Remisién Parcial 12 11 (13.09) 1(1.19)
Enfermedad Refractaria 9 8 (9.52) 1(1.19)
Muerte en Aplasia 24 20 (23.80) 4 (4.76)
Muerte Causa Indeterminada 3 3 (3.57) 0 (0)
Pronostico
Favorable
Intermedio a7 43 (51.1) 4 (4.76)
Adverso 29 23 (27.38) 6 (7.14)
8 8 (9.52) 0(0)

Indica correlacion estadisticamente significativa p<0.05
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Las caracteristicas clinicas del gen isocitrato deshidrogenasa (IDH 2), se muestran en la
tabla 11, se puede observar que existe mayor frecuencia de la mutaciébn IDH2 en
pacientes femeninos esta corresponde a n=2 (2.38%) y en masculino del n=1 (1.19%), las
variedades morfolégicas en las cuales se encontrd presenta las mutaciones fue M1 y M2,
siendo mas frecuente la ultima con n=2 (2.38%), el esquema que se les administro a los
pacientes fue el siguiente 3+7 fue de n=2(2.38%)y mini 3+7 a n=1(1.19%), su respuesta
fue completa, refractaria y en aplasia de n=1 (1.19%) respectivamente, el prondstico de
los pacientes fue intermedio n=2 (2.38%) y favorable de n=1 (1.19%).

Al analizar a los 3 pacientes wild type vs mutados con IDH2 y su relacién con los
parametros clinicos los resultados son los siguientes en edad se observé (42.22 vs 45.85
edad media; p=0.271), leucocitos (110.65 vs 11.23 x 10° pL; p= 0.426), hemoglobina
(9.47 vs 7.97 g/dL; p= 0.993), plaquetas (40 vs 59 x 10° uL; p=0.527), LDH (611 vs 184
Ul/L; p=0.292).
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Tabla 11. Caracteristicas de pacientes con LMA con IDH2 wild type y mutado

No. De casos Totales
No. Masculino/Femenino

Edad, afios

Media (rango)
Hemoglobina, g/dL
Media (rango)
Leucocitos, x10%/uL
Media (rango)
Plaguetas, x10/uL
Media (rango)

LDH, UI/L

Media (rango)

84
36/48

42.7 (15-86)
7.97(3.82-13.5)
106.76(0.2-344.3)
42.45 (3-228)

639.87 (89-3921)

81
37/44

42.22 (15-82)
9.47 (3.82-13.5)
110.65(0.2-344.3)
40 (3-198)

611 (89-3921)

3

1/2

45.85 (17-86)
7.97 (4.1-12.8)
11.23 (1.35-156.8)
59 (5-228)

184 (118-260)

0.271

0.993

0.426

0.527

0.292

Diagnéstico

MO

M1

M2

M3

M4

M5

M6

M7

Esquema

3+7

ARA C SC

Mini 3+7

2+7

Respuesta
Respuesta Completa
Remisién Parcial
Enfermedad Refractaria
Muerte en Aplasia
Muerte
Indeterminada

Causa

Pronostico
Favorable
Intermedio
Adverso

Nk oMo s

l_\wm-bl—‘l—‘

47
29

n(%)

0 (0)
1(1.19)
16 (19.04)
11 (13.09)
47 (55.95)
1(2.38)
2 (3.57)
1(1.19)

73 (86.90)
6 (7.14)
1(1.19)
1(1.19)

35 (41.66)
12 (14.28)
8 (9.52)
23 (27.38)
(3.57)

46 (54.76)
27 (32.14)
8 (9.52)

n(%)
0(0)
1(1.19)
(2.38)
0 (0)
0 (0)
0 (0)
0 (0)
0(0)

(2.38)
0(0)
1(1.19)
0(0)

1(1.19)
0(0)
1(1.19)
1(1.19)
0(0)

1(1.19)
(2.38)
0(0)

*Indica correlacién estadisticamente significativa p<0.05
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8. DISCUSION

La Leucemia Mieloide Aguda es una patologia hematolégica heterogénea, mas comun en
adultos esto representa alrededor de un 80% y en nifios del 15 a 20%, en la cual que se
encuentran involucrados diferentes genes y mecanismos que ayudan a que la evolucion

de la enfermedad sea de progresién rapida y agresiva para el paciente que la presenta.

Como ya se habia mencionado es dificil encontrar un blanco terapéutico que ayude a una
remisiébn completa, en jovenes de 15-34 afios se ha demostrado que la supervivencia es
aproximadamente de 5 afilos después del diagnostico, sin embargo en medida que la
edad aumenta el indice de remision disminuye 70% en adultos jovenes, 50% en adultos
maduros y tan solo del 25% en adultos mayores , aunque eso pueda estar relacionado
con la presencia de comorbilidades, Leyton (2018), de acuerdo con datos obtenidos del
Globocan se reporté que en el 2012 existe una tasa de mortalidad de pacientes en
México de 3.7 por cada 100,000 habitantes, por lo cual la biusqueda de farmacos que
ayuden a los pacientes que presenten esta patologia independientemente de la edad o
variedad de LMA que presenten, nos vislumbrara un panorama mas homogéneo, en el
gue la medicina personalizada ayudara a que la eficacia de los tratamientos sea mayor y

la respuesta a remisién completa sea efectiva.
Caracteristicas de la poblacion.

Se analizaron un total de 84 pacientes con base en los resultados obtenidos el
comportamiento de la poblacion con leucemia mieloide aguda de novo es el siguiente la
media de edad fue de 42.7 afios, los datos obtenidos al ser comparados con la literatura
son parecidos en el articulo de Leyton (2018) se menciona que la edad de diagndstico es
de 43 aflos, en México existe cierta discrepancia sobre la incidencia, prevalencia y
mortalidad de la enfermedad aunque se han realizado diferentes investigaciones locales y

regionales y de ellos es recabada esta informacion.

De acuerdo con el género se presentd una incidencia mayor como se observa en la tabla

9 de pacientes femeninos con un porcentaje de 57.14% y masculino del 42.85% y en la
literatura podemos encontrar que es mas comun en hombres que mujeres, su relacion es
aproximadamente de 1.4 (M/F), segun los datos mundiales de GLOBOCAN en el 2012.

Como ya se sabe las pancitopenias con algo comudn en pacientes con leucemia mieloide
aguda de novo las cuales pueden ser provocadas por enfermedades autoinunes o

deficiencias en vitaminas Leyton (2018), pero es importante complementar el diagnostico
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con un aspirado de medula 6sea y realizacion de un frotis para morfologia el cual evitara

un resultado erréneo.

Los datos clinicos recabados mostraron una media para leucocitos de 106.76,
hemoglobina 7.97 y plaquetas de 42.45 aunque no es una caracteristica definida que la
presencia de leucemia mieloide aguda esté relacionada con pancitopenias en su articulo
Leyton (2018) menciona que existe un relacidbn de la evolucion de la enfermedad
hematoldgica con el sindrome mielodisplasico o leucemia granulocitica crénica aunque
no es en todos los casos de LMA |, se podrian justificar los niveles altos de leucocitos, ya
que latoma de muestra fue al inicio de la enfermedad.

De acuerdo a la clasificacién por morfologia de FAB, los subtipos mas frecuentes fueron
M4 con 55.94% (47casos), seguido por M2 con 21.42% (18 casos), M3 con 13.09% (11
casos), M6 con 3.57% (3 casos), M5 y M1 con 2.38% (2 casos), M7 con 1.19% (1 caso),
Martinez-Tovar y colaboradores (2014) en su articulo leucemias agudas “ caracteristicas
clinicas y patron estacional”, mencionan que el subtipo de LMA M4 es el mas frecuente
en México es importante tomar en cuenta la variedad de casos que se encontraron y que
por excepcion el tnico subtipo que no esta dentro de la base de datos para ser analizado
fue la MO, cabe sefialar que algunos investigadores mencionan una mayor incidencia de
leucemia promielocitica aguda en pacientes de origen latinoamericano, aunque en el
presente estudio no fue asi.

La siguiente caracteristica general que se estudié en los pacientes con LMA fue el
cariotipo, los resultados fueron los siguientes un cariotipo normal (42,50%), hiperploidia
(1,1.19%), no crecimiento (41,48.08%), Bird y colaboradores (2002) en su articulo
mencionan una frecuencia de 48% en pacientes con CN-LMA, 52% con hiperploidia, los

datos no son concluyentes ya que existe un gran porcentaje de no crecimiento.

Al analizar todos los datos de manera general se observa que la enfermedad es
heterogénea y que no existe ningun patron definido el cual nos ayude a categorizar
grupos Yy definir si existe relacion entre cada una de las variables de estudio, por ellos se

propuso estudiar las mutaciones presentes en LMA.

La presencia de las mutaciones de IDH descritas actualmente abordan un panorama en el
cual se ven involucrados diferentes mecanismos que alteran a la célula ocasionando un
dafio somatico, en donde el sitio activo donde se encuentra la arginina se unird con el
isocitrato modificando su funcidon especificamente en los codones R132 para IDH1 y

R172, R140 para IDH2, lo que ocurre es una sustitucion de amino&cidos, en el que se
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reducird la formacion de a-KG,NADPH y se producira R-2-HG el cual inhibe
competitivamente a mudltiples desoxigenasas dependientes de a-KG, incluidos los

reguladores epigenéticos clave como las histonas desmetilasas y las proteinas TET2.
Mutaciones de IDH1/IDH2.

En el presente trabajo se identifico a partir de los métodos de genotipificacion y MLPA las
mutaciones de IDH1/IDH2, con un total de 13 casos como se observa en la tabla 10, para
IDH 1 fue un total de n=10 (11.9%) de los cuales el género femenino y masculino fue
n=5 (5.95%) respectivamente , de IDH2 fue un total de n=3 (3.57%) para género feme-
nino fue de n=2 (2.38%) y para masculino fue de n=1 (1.19), estudios previos de Sadudde
y colaboradores (2012) mencionan a paises como Taiwan, China, EUA, Alemania, Cana-
d4, Francia e Inglaterra con frecuencia de las mutaciones de IDH1 que oscila entre(2-
14%) y para IDH2 (1-19%), cabe destacar que los primeros estudios realizados fueron
por Mardis y colaboradores (2009) en los cuales se identificarén las mutaciones de IDH 1
en donde se estimé una frecuencia total de 8.5%, y para IDH2 fue 10.4%, los porcentajes
al ser comparadas con poblacion mexicana del Hospital General de México de IDH
1/IDH2 muestra discrepancias dependiendo la poblacién de estudio, esto podria deberse
a caracteristicas de inclusién y exclusion de pacientes , al igual que la sensibilidad de los

ensayos para la deteccién de mutaciones.

En las diferentes variantes morfolégicas de LMA se encontraron la presencia de las
mutaciones de IDH 1 en M1- M7 con excepcion de la MO, se debe destacar que se
observé una mayor frecuencia en la variedad M2 ,IDH2 presenta solo mutacién en las
variantes M1 y M2 siendo mas frecuente la Ultima, Sadudde y colaboradores (2012)
mencionan en su articulo de igual manera mayor frecuencia en la variante M2 para IDH1
/IDH2.

Como ya sé ha mencionado existen diferentes mutaciones identificadas en donde el sitio
activo donde se encuentra la arginina se modificard Sadudde y colaboradores (2012)
mencionan cambios por histidina (R132H), cisteina (R132C), serina (R132S), glicina
(R132G) los porcentajes oscilan entre el (4 -1.5%), por otra parte Keyur® y colaboradores
muestran modificaciones en (G105G) y (R140Q) con frecuencias de (5%), Ward P y
colaboradores (2012) mencionan que mutaciones como V178l se encuentran presente

pero no tiene ninguna actividad neomorfica en pacientes con LMA.
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La frecuencia porcentual de las mutaciones de los pacientes del Hospital General de
México “Eduardo Liceaga” en los diferentes cambios de aminoacidos fueron las siguientes
para IDH 1 las mutaciones se identificaron solas o combinadas, la mutacibn mas
frecuente sola fue V178l (4.8%), seguido por R132H (3.6%), R132C (2.4%), combinadas
se obtuvo una frecuencia porcentual igual para R132H/R132C y G105G/R132C (1.2%).
IDH2 se muestra una frecuencia porcentual para la mutacion R172K (2.4%) y R140Q
(1.2%).

En diferentes investigaciones se mencionan que la presencia de las mutaciones es
excluyente una de la otra, aunque en nuestro estudio 4 pacientes mostraron la presencia

de dos mutaciones.

Las mutaciones de IDH1 las cuales son R132H, R132C, R132H,G105G y de IDH2 R172K
y R140Q presentan una actividad neomorfica generando la produccion del oncometablito
R-2 Hidroxiglutarato, con excepcion de V178l, la cual esta presente pero no genera la

produccién del oncometabolito.

La frecuencia de las mutaciones en los diferentes lugares donde se han realizado los
estudios se ve modificada dependiendo el tipo de poblacion, predomina en personas con
cariotipo normal, Saducce® y colaboradores mencionan que la mutaciones de IDH se
presentan en variedades LMA-M4 con un 27%, el estudio que nosotros realizamos existio

mayor frecuencia en LMA-M2 con un 38% seguido por LMA-M4 con 31%.

Al analizar a los 13 pacientes wild type vs mutados con IDH1/IDH2 vy su relacién con los
parametros clinicos en la tabla 10y 11, se observ6 que no existe correlacién clinica entre
los resultados, aunque la mayoria de pacientes que presentaban mutacién mostraban
valores menores en edad, hemoglobina, leucocitos, lactato deshidrogenasa (LDH) y
plaguetas ligeramente aumentadas Saducce y colaboradores (2012) muestran un
resultado parecido en los parametros clinicos aunque al igual que nosotros ninguna

correlacion con los parametros clinicos.

El rol oncometabolico de IDH mutado por lo cambios estructurales genera una actividad
enzimatica neomorfica, ocasionando la produccion del producto R-2-HG que al
acumularse, da como resultado hipermetilacion del DNA, inhibicion de HIF-1a Factor
inducible a Hipoxia , alteraciones en el coldgeno, dafio oxidativo, lo que suscita un

proceso de leumogénesis
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Se debe de tomar en cuenta que las mutaciones presentes en los pacientes con LMA
son de mal prondstico, por lo tanto la importancia implementar medicamentos como por
ejemplo AG-120, Enasidenib, Ivosidenib (Celgene), que ayudan a inhibir la funcién de la
enzima IDH1/IDH2 mutada, bloqueando la generacibn del oncometabolito y la

hipermetilacion del DNA, provocando la diferenciacion celular.
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9. CONCLUSIONES

Se identificar6n las mutaciones del gen lIsocitrato Deshidrogenasa mediante las
técnicas de Genotipificacion y MLPA en Pacientes con Leucemia Mieloide Aguda

del Hospital General de México

Se obtuvierdn las frecuencias de las mutaciones del gen IDH 1/ IDH2 en pacientes
con LMA, los resultados de las mutaciones demostraron mutacion para el gen
IDH1 de 11.9%, estas pueden actuar solas o combinadas, la mutacibn mas
frecuente fue V178l 4.8% , seguido por R132H 3.6%, R132C 2.4%, combinadas se
obtuvo una frecuencia porcentual igual para R132H/R132C y G105G/R132C 1.2%.

IDH2 la frecuencia fue de encontramos la presencia de la mutacion en el
aminoacido R172K con una frecuencia de 2.4% y la mutacion R140Q con una
frecuencia de 1.2%, es el primer trabajo que presenta las frecuencias en poblacién

mexicana, no existen datos descritos a la fecha.

Se realizo la correlacion de los datos clinicos con las mutaciones del gen IDH
1/IDH2 de los cuales no se encontré una asociacion clinica significativa, pero se

obtiene un patrén de comportamiento en los pacientes que lo presentan.
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11. ANEXOS

11.1 Protocolo general de MLPA

' ®
MRC Holland _ MLPA
(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

PROTOCOLO GENERAL EN UN TUBO

Desmtunlizadén de ADN
Dia1 4:30pm oy TE
SR Q’R O e
/ (c " l’ N
Gy A §slaqeady
Sl Marcar tubos de 02 4, -
Muestras Control tiras o placas
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- 2 / 324l ,# ‘
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los buffers de LIGASA W 1\/\ U‘ 1 \ v

Incubar a 15 min a 54°C més 5
min a 98°C, detener a 20°C

- ———
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RS Diagnéstico Innovacion y Asesoria S.A. deC.V. .
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®
Wil MLPA

(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)
www.mlpa.com

Observaciones

Incluir siempre muestras de referencia, Muestras con un niimero de coplias “normal” en la secuencia objetivo (personas normales)
El procedimiento debera de ser el mismo tanto para las muestras problema como para las muestras de referencia

Se requieren multiples muestras de referencia para cada corrimiento de MLPA para estimar la reproducibilidad de cada sonda de
MLPA. Al menos 3 son necesarias por corrida y una mas por cada 7 muestras, se recomienda colocarlas al azar.

Se recomienda incluir muestras positivas de preferencia procesadas igual que las demds muestras

Se recomienda incluir control SIN ADN, MLPA sin muestra, solo agua o TE (Los fragmentos Q-control no requieren ligacion para
amplificar)

v ADN Comercial (Promega® Cat. Nr G1471 male & G1521 female DNA.)

SN K

o

Preparacion de la muestra \0&“'
v 50-250 ng de ADN humano en 5ul, si es necesario concentrar con etanol. \';’be, e(\.\%
v Diluiren TEa pH 8 a 8.5 (10 mM Tris-HCl pH 8.2 + 0.1 mM EDTA). \000 ‘]§°
¥ NO REQUIERE un método de extraccion de ADN especial. ‘b"b\ "fa'
¥ No debe haber alta concentracién de sal. No utilizar los equipos Qiagen® EZ1, M6, M48 y M96 4’5(" ecj,k‘q’
v Métodos probados: o
»  Qiagen® Autopure LS (automdtico)y QlAamp DNA mini/midi/maxi kit (manuales) W

»  Promega® DNA extraction Wizard {manual)

*  Sinsal (manual)
MLPA® mas sensible a contaminantes que la PCR normal como Guanidinio (Sal), Fenol, Etanol, Heparina, EDTA, Fe.
Para Minimizar el efecto de los contami solo compare st Derivadas del mismo tipo de tejido, misma conservacion y
con el mismo método de extraccién y concentracién.

"

Recomendaciones

¥ Toda la reaccién de MLPA® (Desnaturalizacién de ADN, Hibridacién, Ligacién y Amplificacién) se realizan en un termociclador con
tapa de temperatura controlada.

v Mezclar siempre en el vortex los buffers descongelados asi como las sondas antes de utilizarlas

¥ Darle un spin siempre antes de usar los tubos de reactivo de MLPA®

¥ Nunca mezcle en el vortex soluciones que contengan enzimas, cuando se prepare el 'mix la enzima siempre deberd agregarse
al final y el mezclado sera realizado cuidadosamente utilizando la micropipeta

¥ Preparar entre 5-10% extra de mastermix para todas las reacciones para minimizar variacion muestra a muestra

Utilice pipetas multicanal cuando prepare muchas muestras

o

~
PROGRAMA TERMOCICLADOR CONFIGURACION ABI-3000° ABI-Prism 310
1) Desnaturalizaciénde ADN
1. 98°C  5minutos MLPAPGR Primer dye
2. 25°C pausa
2)Reaccién de Hibridacién Capilares 33cm 30 050 cm. 47 cm.
:' :g (c: ;a":"s':,m Mezcla de Inyeccién
PCR reaccién 07 07w 0.75 ul+ 0,75 ul ¢H;0
3 Reacc'é"‘ de Ligacion Size standard 0.2 Beck D1-1ab,600 02w LZo0IWTOX  0S5ul
> 54 i 5‘5’"‘1‘,“’”"‘“ Formamida 24l Sul 1350l
o Acaite mineral
7. 98°C 5 minutos h R
8. 20°C pausa Ajustes iniciales Capllares de 36 cm: Filter set D
4) Reacciéonde PCR T Capilar 50°C
9. 35ciclos: Desnaturalizacién 90°C por 120 seg. B0°Cpor 2 miny T° 80°Cpor 2 miny T°
- 95°C 30 segundos Voit. Inyeccion 16kV 16KV 16KV
. 60°C 30 segundos T' Inyeccion 30 seg. 15 sog. 15 seg.
. 72°C 60 segundos T' ejecucion 60 min. a 4.8 kV. 1,800 sog.
10. 2°C 20 minutos Voltaje de la corrida 15kv.
11. 15°C pausa Polimero POPA POPA

1) CEQ-2000; CEQ-8000; CEQ-8800

\,g - B'aam% H‘ma\‘/vaa%% wﬁm&%§A de 'cvn 3100, ABI-Prism 3100 Avant, ABI-3130, ABI-3130XL, ABI-3500, ABI-3730, ABI-3730XL

-

"<

&‘X‘r Tels: 01 55 5534 6824, 01 55 6534 71 12, 01 55 5534 7157, Fax: 01 55 5534 7398
E-mail: diasadecv@prodigy.net.mx

Fuente: MLPA® DNA protocol version MDP-v001; last update 17-06-2011
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