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RESUMEN

ANTECEDENTES: La Leucemia es un tipo de cdncer que se presenta en una o mas células del linaje
hematopoyético. En nifios menores a 15 afios, la Leucemia es el tipo de cancer mds comun con una
representatividad del 30%. En México se ha reportado una frecuencia general del 45.8%. Diversos
estudios han demostrado el origen prenatal de tres de las translocaciones mds comunes asociadas a
Leucemias Agudas en infantes y nifios: MLL-AF4, TEL-AML1 y AML1-ETO. En los tltimos afios se ha
propuesto que la exposicidn durante el desarrollo embrionario a compuestos tdxicos, como los
plaguicidas, puede promover la formacién de estos eventos. OBJETIVO: Determinar la presencia de las
translocaciones MLL-AF4, TEL-AML1 y AML1-ETO en recién nacidos expuestos a plaguicidas
organoclorados. METODOS: La presencia de los transcritos de las translocaciones antes mencionadas fue
evaluada por (RT)-PCR en muestras de linfocitos fijados, obtenidos de cultivos de sangre de cordén
umbilical. Como grupo control se evaluaron muestras de las mamads de los neonatos. Las reacciones
que presentaron amplificacién fueron secuenciadas. Se buscd una correlacién con los niveles de
plaguicidas. RESULTADOS: En 7 bebés se detecté la amplificaciéon del transcrito de una sola
translocacién, 3 con MLL-AF4 y 4 con AML1-ETO; un bebé presentd los transcritos de MLL-AF4 y de
AMLI-ETO. Por otra parte, en 6 mamads se encontrd la presencia de sélo un rearreglo, 3 con MLL-
AF4, 1 con TEL-AML1 y 2 con AML1-ETO. No hubo concordancia entre madres y neonatos. La
secuenciacion de los fragmentos amplificados permitié corroborar la presencia de la translocacién
TEL-AMLI1 en la muestra materna y de AMLI-ETO en 3 de las 7 muestras con esta amplificacién (2
maternas y 1 bebé), los otros 4 no pudieron ser secuenciados. En el caso de los transcritos de MLL-
AF4, las secuencias no revelaron la presencia de la translocacidn; sin embargo, en 6 de las 7 muestras
se descubrié la presencia de inversiones en el transcrito del gen AMLL, ésta es la primera vez que se
reporta este tipo de dafio. No se encontré una asociacién entre los niveles de organoclorados con
alguno de los rearreglos evaluados; sin embargo, se observé que la presencia del transcrito de AML1-
ETO fue mayor en los neonatos que en las madres. CONCLUSIONES: En el presente trabajo se observo la
presencia de translocaciones que se han relacionado con Leucemia en nifios recién nacidos de madres
expuestas a plaguicidas. Sin embargo, aunque sus madres no habian padecido esta enfermedad ni la
portaban al momento del nacimiento de sus hijos, inesperadamente ellas también presentaron
translocaciones similares, que podrian atribuirse a la exposicién crénica a esos compuestos. Esto indica
que la presencia de estas translocaciones en adultos no es un indicativo de un incremento en el riesgo
a Leucemia, mientras que en nifios es necesario realizar un seguimiento.



ABSTRACT

BACKGROUND: Leukemia is a type of cancer that occurs in one or more cell types of the hematopoietic
lineage. Leukemia is the most common type of cancer in children under 15 years old, with a 30%
representation. Mexico has reported an overall frequency of 45.8%. Several studies have demonstrated
the prenatal origin of three of the most common translocations associated with acute leukemia in
infants and children: MLL-AF4, TEL-AML1 and AML1-ETO. In recent years it has been proposed
that exposure during embryonic development to toxic compound such as pesticides, may promote the
formation of these events. OBJECTIVES: To determine the presence of MLL-AF4, TEL-AML1 and
AMLI1-ETO translocations in newborns exposed to organochlorine pesticides. METHODS: The presence
of transcripts of the aforementioned translocations was evaluated by reverse transcription-PCR, in
samples recovered from fixed lymphocytes obtained from cultures of cord blood. Maternal samples
were evaluated as control group. The reactions showed amplification was sequenced. A correlation
was sought with the pesticides levels. RESULTS: In 7 infants was detected amplification of the
transcript of a one single translocation, 3 with AML-AF4 and 4 with AMLI-ETO, one newborn has
MLL-AF4 and AML1-ETO transcripts. Moreover, in 6 mothers found the presence of only one
rearrangement, 3 with MLL-AF4, 1 with TEL-AML1 and 2 with AML1-ETO. There was no
concordance between mothers and infants. Sequencing of the amplified fragments corroborated the
presence of TEL-AML1 translocation in the maternal sample and AML1-ETO in 3 of the 7 samples
with this amplification (2 maternal and 1 newborn), the other 4 could not be sequenced. In the case of
the MLL-AF4 transcripts, the sequences not revealed the presence of the translocation, but in 6 of 7
samples this revealed the presence of inversions in the MLL transcript were detected; this is the first
time this type of damage is reported. An association between organochlorine levels of exposure and
the rearrangements evaluated could not be found, however, we observed that the presence of AML1-
ETO transcript was higher in infants that in the mothers. CONCLUSIONS: In this study we observed the
presence of translocations that have been linked to leukemia in newborns of mothers exposed to
pesticides. However, in spite that the mothers had not suffered this disease before or at the time of the
birth of the children, they also, unexpectedly showed similar translocations, which could be
attributed to chronic exposure to these compounds. It also indicates that the presence of these
translocations in adults is not indicative of an increased risk of leukemia, and for the children a
follow-up is necessary.



ANTECEDENTES

CAPIiTULO 1.

LEUCEMIA: UNA ENFERMEDAD HEMATO-ONCOLOGICA

Las enfermedades hemato-oncoldgicas son aquellas neoplasias que se generan por alteraciones en los
mecanismos de la proliferacion, de la diferenciacién y de la muerte de las células progenitoras
hematopoyéticas [1]. Dentro de este grupo se incluyen los Linfomas de Hodgkin y no Hodgkin, el
Mieloma Multiple, las Leucemias y otras neoplasias malignas no especificas del tejido hematopoyético,
todas ellas incluidas en el capitulo II de la décima revision de la Clasificacién Internacional de
Enfermedades (ICD-10, por sus siglas en inglés), versién 2007, publicada por la Organizacién Mundial
de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés) (Anexo 1) [2].

La Leucemia estd integrada por un grupo heterogéneo de desérdenes malignos que involucran a las
células sanguineas [3] por lo que, en general, es definida como un “tipo de cancer causado por la
proliferacion irregular e incontrolable de una o mds clonas mutantes del linaje hematopoyético” [4] y
cuyas células malignas pueden o no encontrarse arrestadas en un estado temprano de diferenciacién

3].

FRECUENCIA DE LA LEUCEMIA EN POBLACION GENERAL VS. FRECUENCIA DE LA LEUCEMIA PEDIATRICA

A nivel mundial, en el 2008 la Leucemia ocupd el 11¢ lugar de todos los casos de cidncer reportados
(Anexo 2-A). En ese afio México se ubico en el 12¢ puesto dentro de los paises con mayor nimero de
reportes nuevos de Leucemia (Anexo 2-B). A nivel nacional, este grupo de neoplasias ocupé el 8° lugar
general en 2008 y el 1° dentro de las enfermedades hemato-oncolédgicas (Anexo 2-C) [5]. En el 2002 se
habian reportado 2,837 casos nuevos en el grupo de las Leucemias [1], numero que para el 2008 se vio
casi duplicado con 6,105 casos [5].

Estos nimeros cambian cuando se evalian los casos nuevos de cancer por grupos de edad de forma tal
que, la frecuencia con la que se presentan los distintos tipos de cancer en los infantes y nifios difiere de
la de los adultos. En éstos tultimos sobresalen, dentro de los primeros lugares en incidencia, los tipos de
cancer asociados con el nivel econdmico de la poblacién afectada (cdncer cervicouterino y cancer de
mama), con los hdbitos alimenticios (cidncer colorectal y cancer de estdmago), con diversos factores de
riesgo (cancer de pulmoén por exposicién al humo de cigarro y cancer de higado asociado al virus de la
Hepatitis B), asi como con factores asociados a la edad (el cancer de proéstata es mds frecuente en
adultos mayores que en adultos jévenes) [6, 7]. Sin embargo, en infantes y nifios este patrén cambia
totalmente. En estos grupos de edad, la Leucemia el tipo de cidncer mds comun —con una
representatividad aproximada del 30% del cdncer en general- seguidas por los Linfomas y los Tumores
en el Sistema Nervioso Central (Tabla I-1) [8-14].

Como consecuencia de esta diferencia, los distintos tipos de cdncer en nifios se agrupan de forma
diferente para su estudio. La Clasificacién Internacional del Cancer en Nifios (ICCC, por sus siglas en
inglés) es la encargada de esta division con base en la morfologia de los tumores, y no con el lugar
primario de origen como en adultos, presentando asi un total de 12 grupos (Anexo 3) [15].



Clasificacién de la Leucemia

Actualmente, la Leucemia se clasifica en cuatro tipos principales con base en dos caracteristicas
generales: el tipo celular afectado y el curso médico que toma la enfermedad (Tabla I-2) [3, 16].

a) DE ACUERDO CON EL TIPO CELULAR AFECTADO. Se reconocen dos grupos principales: la Leucemia
Linfoblastica y la Leucemia Mieloide. Se le denomina Leucemia Linfobldstica o Linfocitica cuando
la clona maligna proviene del tipo celular que da origen a los linfocitos (origen linfoide) y
Leucemia Mieloide o Miel6gena, cuando proviene del tipo celular del que se originan los glébulos
rojos, los glébulos blancos granulociticos y las plaquetas (origen mieloide) [17, 18].

b) DEPENDIENDO DE SU CURSO MEDICO. La tasa de progresién de la enfermedad y la forma en que las
células reemplazan a las células sanguineas y medulares normales son diferentes en cada tipo de
Leucemia. En las AL la célula leucémica original continia formando células leucémicas que son
descritas como “no funcionales” debido a que no se comportan como las células normales; este tipo
de células jévenes, conocidas como “linfoblastos” o “mieloblastos” (también llamados
indistintamente “blastos”), desplazan a las células normales en la médula dsea y, a su vez, esta
accion provoca la disminucién en el numero de células nuevas normales producidas en la médula,
lo que conlleva a una reduccién en el conteo de glédbulos rojos (anemia). Dependiendo del tipo
celular, se subclasifican con base en la morfologia de la célula, punto en el que se ahondara mas
adelante. Este grupo de Leucemias se caracteriza por presentar una rapida progresion sin
tratamiento. En las Leucemias Cronicas se presentan muy pocos o ningun blasto, debido a que las
células afectadas son células maduras, no jévenes, y generalmente avanza lentamente en
comparacion con las AL. En este grupo, la forma en que se desencadena el cancer depende del
origen celular. En la Leucemia Mieloide Crénica (CML, por sus siglas en inglés) la célula
leucémica produce células sanguineas que funcionan de forma similar a las células normales; sin
embargo, la cantidad de glébulos rojos es generalmente inferior a lo normal provocando anemia,
caso contrario al de los glébulos blancos que, a pesar de que su funcionamiento es casi normal, su
numero se va incrementando continuamente ocasionando que el flujo sanguineo se desacelere,
agravando asi la anemia. En la Leucemia Linfocitica Crénica (CLL, por sus siglas en inglés), de la
célula leucémica se origina una cantidad exagerada de linfocitos no funcionales que remplazan a
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las células normales en la médula y los nédulos linféticos e interfieren con su trabajo, debilitando
la respuesta inmune; por otra parte, la alta cantidad de células leucémicas en la médula puede
desplazar a las células del linaje mieloide lo que provoca una caida del conteo de glébulos rojos y
blancos (neutréfilos), asi como de plaquetas [17].

Partiendo del curso médico, se ha visto que el nimero de casos nuevos registrados por grupo de edad
es distinto. La incidencia de las Leucemias Cronicas es casi nula en nifios y mds atin en infantes, caso
contrario es la incidencia de este grupo de Leucemias en los adultos, en los que se observa un
incremento gradual teniendo un pico maximo en personas con 80 afios o mas [19, 20]. Por otra parte, a
diferencia del tipo crénico, las Leucemias Agudas tienen una incidencia importante en infantes y
nifios (menores de 15 afios), la cual varia segun el tipo celular involucrado como anteriormente se
menciond: la Leucemia Linfobldastica Aguda se presenta en cerca del 80% de los casos, mientras que la
Leucemia Mieloide Aguda representa el otro 20% aproximadamente [21, 22]. Dado que el presente
trabajo tiene como grupo de estudio a neonatos, de ahora en adelante se hard referencia sélo a las
Leucemias Agudas (AL, por sus siglas en inglés) en infantes y nifios por su alta representatividad en
estos grupos de edad, no obstante, en el Anexo 4 se encuentra la clasificaciéon de las Leucemias
Cronicas.

Leucemias Agudas en Infantes y Nifios

Las Leucemias Agudas, divididas en Linfoblastica (ALL por sus siglas en inglés) y Mieloide (AML por
sus siglas en inglés), son definidas patolégicamente como Leucemias de blastos o neoplasias malignas
de células hematopoyéticas inmaduras, en donde mas del 30% de las células en la médula ésea son
blastos leucémicos. Estos pueden ser identificados mediante un anélisis morfoldgico, citoquimico y, en
algunas ocasiones, por reactivos inmunoldgicos (por ejemplo, el uso de anticuerpos monoclonales,
McADb), analisis citogenéticos y raramente por microscopia electrénica o técnicas de biologia



molecular —como los estudios en genes que tienen rearreglos para identificar caracteristicas
particulares —. Esto es importante debido a que tanto la etiologia de la enfermedad como la respuesta a
la terapia varian de acuerdo al tipo de blasto que esta involucrado en el proceso de leucemogénesis

[16].

Actualmente, para las AL se ha propuesto la clasificacion MIC (morfoldgica, inmunoldgica y
citogenética), que busca integrar las tres clasificaciones ya existentes, y que s6lo se enfocan en una
caracteristica particular de la célula leucémica:

1. LA MORFOLOGIA DE LA CELULA LEUCEMICA: Clasificacién propuesta por un grupo de termindlogos
de Francia, Estados Unidos e Inglaterra, la FAB (French-American-British). Con base en la
estructura morfoldgica de las células (nicleo, nucléolo, citoplasma y vacuolas) se divide a la ALL
en tres grupos, L1, L2 y L3, mientras que a la AML en 8 grupos: M0-M7 (Anexo 5).

2. LA EXPRESION CELULAR DE ANTIGENOS DE SUPERFICIE: Utilizando técnicas de inmunologia se
pueden detectar antigenos de superficie que permiten conocer el estado de maduracién de las
células. En la ALL la identificacién de marcadores de membrana permite diferenciar entre el
linaje B y el linaje T; esta clasificacién no correlaciona con la clasificacién morfoldgica con
excepcion del tipo poco comun L3. También permite identificar tipos pocos frecuentes de AML,
como el MO (Leucemia Mieloide Indiferenciada) y el M7 (Leucemia Megaloblastica) (Anexo 6).

3. EL CARIOTIPO CELULAR. La integracion de esta caracteristica se debe a que se ha encontrado la
asociacién de algunas translocaciones cromosémicas y otros rearreglos cromosdmicos con tipos
especificos de AL y que, dadas las caracteristicas particulares que presentan, se cree pueden
servir para desarrollar mejores tratamientos (Anexo 7-A).

Asi, la clasificacién MIC fue elaborada con base en la alta correlacién existente entre la presencia de
translocaciones cromosdmicas y las caracteristicas citoquimicas en la AML, o bien, entre estas dos
caracteristicas y los casos definidos por inmunologia en la ALL (Tabla 1-3) [16].

Finalmente, otra forma de clasificar a las AL es de acuerdo a la edad del paciente. Un primer grupo
estd integrado por los adultos (mayores de 18 afios) y dentro del cual existe un subgrupo integrado por
adultos cuya edad es mayor a los 60 afios; esto se debe a que la respuesta de estas personas a los
tratamientos establecidos es inferior al resto de los pacientes y porque no son considerados como
candidatos para el trasplante de médula dsea autéloga o alogenética [16]. El segundo grupo de edad
estd conformado por todos los pacientes menores de 18 afios (Leucemias pedidtricas); sin embargo,
tomando en cuenta las caracteristicas clinicas y moleculares —tema que serd retomado mas adelante— se
pueden clasificar las AL en Leucemias en infantes (<lafio), Leucemias en nifios (1 a <15 afios) y
Leucemias juveniles; éste ultimo es integrado a los adultos [23]. Para efectos de este trabajo, es de
interés el estudio de los dos primeros subgrupos de las Leucemias pedidtricas y, por este motivo, los
siguientes temas se centraran prioritariamente en las Leucemias en infantes y en nifios.



Frecuencia de las Leucemias Agudas en Infantes y Nifios (0 a <15 afios

Como se coment6 anteriormente, la frecuencia con la que se presentan las Leucemias Agudas cambia
dependiendo del tipo celular involucrado. Sin embargo, para reportar el numero de casos de cancer en
infantes y nifios se utiliza la ICCC, como se mencioné anteriormente. En su tercera edicién (ICCC-3),
las Leucemias se encuentran en el grupo I, dividido a su vez en los subgrupos de Leucemias Linfoides
(Ia), Leucemias Mieloides Agudas (Ib), Enfermedades Mieloproliferativas Crénicas (Ic) y los tipos no
especificos o combinados (Ie). A diferencia de la clasificacién presentada por la ICD-10, en el subgrupo
Ia se encuentran integradas las Leucemias Linfoblasticas Crénicas (M-9823), pues al ser
extremadamente raras en los nifios, las tasas de la ALL no se ven afectadas (Anexo 3) [15].



Como se menciond anteriormente, la Leucemia, a nivel mundial, ocupa el primer lugar de cdncer en
nifios de entre 0 y <15 afios, lo que representa aproximadamente el 30% de todos los casos de cancer
registrados anualmente en este rango de edad. Ademas, tomando en cuenta la clasificacién de la ICCC-
3, el subgrupo de la Leucemias Linfoides es el que se presenta con mayor frecuencia representando
aproximadamente el 80% de los casos seguido por el subgrupo de las AML con mas o menos el 15% de
los reportes (Tabla I-4).

Tabla I-4. Frecuencia de Leucemia, de Leucemia Linfoide (LL) y de Leucemia Mieloide Aguda (AML) en

nifios de 0 a <15 afios . Clasificacién con base en 1a ICCC-3 . Fuente: Steliarova-Foucher y cols. [15].

No. Casos de No. Casos de L. No. Casos de

Pais e %) AML (%) Periodo Fuente
Paises Nérdicos 882 (—) 723(81.97)  159(18.03) 1997(8)-20013  Hjalgrim y cols. [24]
México (5 regiones)® 903 (46.14) 715(79.18) 163 (18.05) 19962002 Fajardo Gutiérrez y
México (5 regiones)? 294 (44.68) 243 (82.65) 43 (14.63) 1998-2000 cols. [13]
Bielorrusia 408 (22.76) 226 (82.35) 57 (13.97) 1993-1997 ACCIS [9]
Dinamarca 205 (28.63) 163 (79.51) 30 (14.63) 1993-1997
Estonia 51(25.37) 39 (76.47) 7(13.72) 1993-1997
Finlandia 254 (30.70) 212 (83.46) 30(11.81) 1993-1997
Francia (8 regiones) 687 (29.75) 523(76.13) 126 (18.34) 1993-1997 1
Alemania 2972 (34.10) 2474(83.24) 439 (14.77) 1993-1997
Hungria 344 (27.70) 283 (82.27) 43 (12.05) 1993-1997
Islandia 8 (16.67) 7 (87.50) 0 (0.00) 1993-1997
Irlanda 127 (29.20) 104 (81.89) 19 (14.96) 1994-1997
Ttalia (4 regiones) 278 (31.95) 232 (83.45) 42 (15.11) 1993-19972
Paises Bajos 335 (28.56) 270 (80.60) 47 (14.03) 1993-1995
Noruega 184 (28.75) 141 (76.63) 32 (17.39) 1993-1997
Eslovaquia 201 (27.05) 168 (83.58) 21(10.45) 1993-1997
Eslovenia 57 (23.27) 52 (91.23) 5(8.72) 1993-1997
Espafia 182 (25.93) 147 (80.77) 26 (14.29) 1993-1995
Suiza (2 regiones) 32(25.6) 25 (78.13) 5 (15.63) 1993-1997
Turquia (1 regién) 116 (34.94) 92 (79.31) 17 (14.66) 1993-1996
Inglaterra y Gales 1236 (31.54) 1006 (81.39) 19 (15.37) 1993-1995
Irflanda del Norte 74(33.33) 55 (74.32) 11 (14.86) 1993-1996
Escocia 221 (35.14) 184 (83.26) 30(1357) 1993-1997
Australia 207 (33.5) 159 (76.72) 34(16.42) 1997-2006 Blade y cols. [10]
Cuba 284 (30.84) 204 (71.83) 40 (14.08) 2001-2003 Torres y cols. [12]
Estados Unidos 13,396 (32.43) 10,121(75.55) 2,092(15.62) 2002-2006 USGS [25]

“Porcentaje del total de casos de cancer. ** Porcentaje del total de casos de Leucemia.

1. Periodo 1993-1996 en tres regiones. 2. Periodo 1993-1996 en una regién. 3. Periodo 1997-2001 en Leucemia Linfoide y
1998-2001 en Leucemia Mieloide Aguda.

a. Clasificacién con base en la primera edicién de la ICCC.



La Leucemia en México, al igual que en otros paises, representa aproximadamente el 34.4% de todos
los casos de cancer reportados en infantes y nifios [26]. Se ha reportado una alta incidencia de ALL en
el Distrito Federal, asi como en los estados de Puebla, Jalisco y Nuevo Leodn, valores que se cree puedan
estar relacionados al hecho de que se tratan de centros de referencia de muchas zonas geograficas
aledafas. Por otra parte, en el caso de la AML (anteriormente Leucemia no Linfobldstica Aguda) se ha
detectado una incidencia relativamente mayor en ciudades como el Distrito Federal, Guadalajara,
Monterrey y Puebla, datos que pueden asociarse a que posiblemente en dichas zonas el diagndstico es
mas preciso [14]. Sumado a lo anterior, en 2007, Fajardo-Gutiérrez y cols. [13] con base en la primera
clasificacién del ICCC y con fuente en el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), reportaron el
numero de casos de Leucemia Linfobldstica Aguda y de Leucemia no Linfoblastica Aguda (actualmente
Leucemia linfoide y Leucemia Mieloide Aguda, respectivamente) que se presentaron en 10 entidades
del pais evaluadas en dos periodos de tiempo, el primero entre los afios 1996 y 2002 y, el segundo,
entre 1998 y 2000 (Tabla I-5). En su reporte, la Leucemia ocupé el primer lugar en los diez estados con
porcentajes que fueron desde el 31.6% (Nuevo Leén) hasta el 51.4% (Estado de México) del total de
casos de cancer en nifios, y, en particular, la Leucemia Linfobldstica aguda se presentdé con mayor
frecuencia variando desde un 68.5% (Chiapas) hasta un 94.6% (Nuevo Ledn) de los casos de Leucemia,
mientras que la Leucemia no Linfoblastica Aguda se encontré con frecuencias entre el 5.4% (Nuevo
Ledn) y el 29.6% (Chiapas).



CAPITULO 2.

ANORMALIDADES GENETICAS EN LAS LEUCEMIAS AGUDAS EN INFANTES Y NINOS

Con el empleo de la genética molecular, se han analizado los cambios especificos en las Leucemias a
este nivel. Su estudio ha permitido encontrar diversas anormalidades genéticas que, a su vez, han
ayudado a determinar la patobiologia de la enfermedad mejorando asi el diagndstico y, sobre todo, el
detectar algunas de estas anormalidades cromosdmicas ha sido de vital importancia para el desarrollo
de terapias mds efectivas [27, 28]. La citogenética estdndar permite identificar anormalidades
cromosomicas clonales en al menos 70-80% de los casos diagnosticados de Leucemia [28] y, con ello,
se ha podido reafirmar el hecho de que las Leucemias son un grupo de enfermedades bioldgicamente
diverso. Algunas de estas alteraciones genéticas pueden ser a nivel molecular o a nivel cromosémico,
siendo algunas de ellas la sustitucién de un nucledtido, deleciones, inversiones, duplicaciones, cambios
en el nimero cromosémico (hiperdiploidia o hipodiploidia) y translocaciones cromosémicas; todas
presentes con mayor o menor frecuencia en el grupo de las Leucemias Agudas en infantes y nifios
[28,29].

a) SUSTITUCION DE UN NUCLEOTIDO. Mutacién a nivel molecular en donde un par de nucleétidos en
la doble cadena de DNA es remplazado con un par diferente. Por ejemplo, en una sustitucién A
G, la A es cambiada por una G en una de las hebras de DNA provocando una reparacién de
desapareamiento de bases G-T; por lo que, en la siguiente replicacién, el desapareamiento es
resuelto como un par de bases G-C (mutante) en una molécula hija y un par A-T (no mutante) en
la otra. Este tipo de mutacién pude dividirse en dos subtipos: transiciones y transversiones. El
primer subtipo involucra el cambio de una purina por otra purina (G—A o A—G), o bien, una
pirimidina por otra pirimidina (T+=>C o C—T). En el segundo subtipo, una pirimidina remplaza a
una purina (T o C—A o G) o viceversa (A o G—T o C) [29]. El cambio en una base de la secuencia
de ciertos oncogenes puede predisponer a la Leucemia. Este tipo de dafio se ha observado en el
oncogén c-ras —que codifica para una proteina vital en la transduccién de seiales— y que se
encuentra en el 50% del total de casos de AML [3].

b) DELECIONES. También conocidas como deficiencias, son la pérdida de un segmento del material
genético que puede ir desde unos pocos pares de bases (generalmente de 1 a 6), hasta la
eliminaciéon de genes enteros o parte de un cromosoma, por lo que tiende a ser un evento
peligroso para la célula. Una delecién (del) es letal cuando involucra un gran fragmento del
cromosoma, aun cuando el cromosoma homdlogo no esté alterado. A diferencia de ello, una
delecién pequefia puede ser viable cuando el cromosoma homoélogo no ha sido afectado y éste
puede suplir los productos génicos que son requeridos para la supervivencia de la célula [30]. La
delecion del brazo corto del cromosoma 12 —del(12p)— puede presentarse en algunos casos de ALL
comun, mientras que la delecién del brazo corto del cromosoma 9 —del(9p)- es caracteristica en
casos de la ALL de células tempranas precursoras de linfocitos T [3].

c) INVERSIONES. Una inversién (inv) se produce cuando un segmento de un cromosoma es cortado,
girado e insertado de nuevo en el cromosoma ocasionando que la orientacion del segmento dentro
del cromosoma quede en el sentido opuesto. Debido a que las inversiones son rearreglos
balanceados no alteran la cantidad del material genético y no generan un desbalance génico [31].
En nifios, es comun la inv(16) asociada al subtipo AML-MA4EQ; ésta (al igual que otras inversiones
presentes en otros tipos de AML) tiene la particularidad de generar un nuevo gen fusionado que
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d)

~

codifica para una proteina quimérica, como si se tratara de un evento de translocaciéon: CBFf-
MYHI11-inv(16)/t(16;16)(p13;q22)— [28, 31].

DUPLICACIONES. Los procesos de mutacién en un cromosoma algunas veces producen una copia
extra de una regién del cromosoma, generando asi una duplicacién. Se le llama duplicacién en
tandem cuando las regiones duplicadas se encuentran adyacentes la una de la otra, y duplicacion
insertada cuando una copia extra se encuentra

en cualquier lugar del genoma (Figura I-1) [32,

33]. En diversos casos de ALL, pero

principalmente, de AML en nifios se ha

detectado la presencia de duplicaciones en

tandem parciales del gen MLL que involucran la

fusion del exén 5, 6 u 8 con el exén 2 [34-38],

del exén 9 o 10 con el exén 3 [39] y, en un

reciente estudio, la fusién del exén 11 con el 10

[40].

CAMBIOS EN EL NUMERO CROMOSOMICO. El cambio en el numero de cromosomas lleva a la pérdida
o ganancia de material genético. En el caso de las Leucemias, la pérdida de un cromosoma
(monosomia) esta generalmente asociado con un pronéstico adverso debido a la pérdida de genes
supresores de tumores; sin embargo, una ganancia total de material genético (trisomia o polisomia)
esta asociada con un prondstico mds favorable. Estas aberraciones numeéricas son mds frecuentes
en la ALL que en la AML. En la ALL este tipo de eventos se encuentra restringido a los subtipos de
la FAB L1 y L2 (en donde se han detectado aproximadamente en el 50% de los casos con cambios
clonales) y, en el caso del subtipo L3, tiende a presentarse una pseudodiploidia [27].
Aproximadamente el 20% de los nifios con ALL presentan hiperdiploidia (>50 cromosomas),
mientras que s6lo el 1% refleja un cariotipo hipodiploide (<46 cromosomas) [41]. Caso contrario,
en pacientes con AML, es mds comun detectar trisomias (generalmente en los cromosomas 8 o 21)
o bien, monosomias (afectando con mayor frecuencia al cromosoma 7) [42].

f) TRANSLOCACIONES CROMOSOMICAS. Son aberraciones cromosdmicas que resultan de la insercion

de un fragmento de cromosoma en otro. Las translocaciones (t) pueden formarse por el
intercambio de fragmentos de dos cromosomas rotos o por recombinacién ectdpica entre las
copias de secuencias de DNA repetidas presentes en dos cromosomas no homdlogos [30], aunque
no es necesario que ambos cromosomas reciban el fragmento del otro. La primer translocacion
descubierta es la t(9;22), también conocida como “Cromosoma Filadelfia” (abreviado Phl), que
involucra un intercambio entre el cromosoma 9 con el 22. En nifios, si bien esta translocacién se
detecta en algunos casos de ALL, en este grupo de Leucemias es mds comun la presencia de la
t(12;21) [41]. En AML, algunas de las translocaciones mds comunes son la t(821) y la t(15;17) [42].
Particularmente en el caso de las Leucemias Agudas en infantes, se ha observado una alta
frecuencia de translocaciones que involucran particularmente al cromosoma 11 [43].

De entre todas las alteraciones cromosdmicas que anteriormente se enlistaron, las translocaciones son

los eventos de mayor relevancia entre las Leucemias debido a que (1) son la alteracién citogenética que

se presenta con mayor frecuencia y (2) a su asociacién con el proceso de leucemogénesis [27-29, 31,
41-49].
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ASOCIACION ESPEC{FICA ENTRE CIERTAS ANORMALIDADES GENETICAS Y SUBTIPOS PARTICULARES DE
LEUCEMIA

Ademas de permitir un mejor diagndstico y diseflar nuevas terapias, la identificaciéon de estas
anormalidades genéticas es de importancia debido a que ha permitido encontrar una asociacién
estrecha entre algunos de estos eventos con subtipos particulares de Leucemias. En las Leucemias
Linfoblasticas Agudas, algunas anormalidades genéticas se presentan de forma distinta entre los grupos
de edad (Figura I-2), lo que ha ayudado a explicar las diferencias significativas entre el progreso de la
enfermedad en infantes (menores de un afio de edad),

en nifios de 2 a 10 afios y en adultos [29]. En las

Leucemias Mieloides Agudas también se presenta un

espectro de diversidad molecular que, aunque no

diferencia a las AML por grupo de edad, permite

diferenciarlas por subtipos, de modo que ciertas

translocaciones cromosémicas e inversiones que

generan translocaciones han sido incorporadas en la

clasificacién de la WHO como un criterio para la sub-

clasificacién de las AML, incluida t(8;21), t(15,17),

inv(16)/t(16;16) o rearreglos en 11q23, sin importar la

morfologia o el porcentaje de los blastos [28, 50].

Gracias a toda la informaciéon que se ha ido obteniendo,

en 2008 se integraron nuevos subtipos de Leucemia

asociadas a translocaciones especificas (Anexo 7-B)

[51].

PARTICIPACION DE ANORMALIDADES GENETICAS ESPECIFICAS EN EL. PROCESO DE LEUCEMOGENESIS:
TRANSLOCACIONES RECIPROCAS Y BALANCEADAS

La identificacién de alteraciones genéticas particulares ha favorecido un mejor conocimiento dentro
de la tumorigénesis de la enfermedad, como
la interacciéon y expresiébn tiempo-
dependiente de productos génicos que
gobiernan la supervivencia y funcién
celular [27]. Por otra parte, lo interesante de
estos eventos es la forma en la que se
presentan dentro de las células leucémicas.
Los andlisis citogenéticos han revelado la
presencia de una sola anormalidad genética
(generalmente una translocacién
balanceada), en comparacién con otros tipos
de céncer, por ejemplo, los tumores
epiteliales que presentan un patrén
complejo de aberraciones cromosémicas
numéricas y estructurales (Figura I-3) [44].
En la Leucemia, muchas de Ilas
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translocaciones cromosémicas recurrentes son reciprocas, estables y/o balanceadas a un nivel
citogenético y frecuentemente se presentan con un minimo de anormalidades genéticas [27, 42].
Como consecuencia de la constante asociaciéon de translocaciones especificas con subtipos de
Leucemia, se fortalece la hipdtesis de que estas translocaciones cromosémicas, eventos no al azar y

clonales, participan en el inicio de la etiopatogénesis de los subtipos de Leucemias asociados a ellas [28,
44].

Como se coment6 anteriormente, las translocaciones que se presentan en la Leucemia tienen la
particularidad de ser reciprocas, estables y balanceadas. Se les llama reciprocas porque el evento de
translocacién se da entre dos cromosomas que se fragmentan simultineamente e intercambian el
fragmento desprendido (Figura I-4), estables porque no alteran la estructura molecular del
cromosoma, y balanceadas porque no hay pérdida ni ganancia de material genético total.

En general, las translocaciones pueden producir uno de dos eventos principales a nivel molecular que
pueden llevar a la transformacién maligna de una célula: la expresién no programada del producto
génico de un protooncogén o bien, la generacién de nuevos genes fusionados.

a. EXPRESION NO PROGRAMADA DEL PRODUCTO GENICO DE UN PROTOONCOGEN. La insercién de
secuencias reguladoras o de elementos potenciadores en un protooncogén normal, como
consecuencia de un evento de translocacién, puede provocar que la expresién de dicho gen se vea
alterada (Figura I-5a) [27,44]. Por ejemplo, en la t(1;14)(p32;q11), presente en aproximadamente
el 25% de los casos en ninos de ALL de células precursoras de linfocitos T [43], los elementos
regulatorios del gen de Leucemia en células troncales, SCL (por sus siglas en inglés), son
reemplazados por las secuencias reguladoras del gen S/L (por sus siglas en inglés) lo que promueve
la transcripcién de SCL [44,45].

b. GENERACION DE NUEVOS GENES FUSIONADOS. Para que se originen nuevos genes quiméricos a
partir de un evento de translocacién se deben de cumplir dos condiciones: la primera es que el
rompimiento de los cromosomas se produzca dentro de los genes, en una regién intrdnica; la
segunda es que se conserve el marco de lectura de los genes involucrados una vez que se llevé a
cabo la translocacion (Figura I-5b) [28]. Una de las particularidades de estos nuevos genes
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quiméricos es que pueden codificar para una proteina hibrida cuyas propiedades se encuentran
alteradas, presentando usualmente una actividad cinasa incrementada o un nuevo regulador
transcripcional [45, 46]. En la Leucemia, este tipo de eventos es el mds comun y tiende a
involucrar principalmente a tirosinas cinasas como ABL, que son importantes reguladores de la
proliferacién celular, y a factores de transcripcion (ejemplo, AMLI), que son relevantes para la
diferenciacién hematopoyética [47-49]; sin embargo, también se ven comprometidos factores de
crecimiento (/L3) o sus receptores (7ANI) (Anexo 8), por lo que, de acuerdo a la funcién de los
genes blanco, las tanslocaciones cromosdmicas pueden agruparse en siete subgrupos: (1)
translocaciones asociadas al gen MLL, (2) inversiones/translocaciones asociadas a 7EL (o ETV6) y
CBF (AMLI1 (o CBFA) y CBFB), (3) translocaciones asociadas a RARA, (4) translocaciones
asociadas a £2A, (5) translocaciones asociadas a tirosinas cinasas, (6) translocaciones asociadas a
NUP98 (o NUP214) y (7) translocaciones relacionadas con el gen 7CR o el gen de la
inmunoglobulina (/G) (Anexo 9) [28].

En las Leucemias Agudas en infantes y nifios, las translocaciones que tienen como consecuencia la
formacién de genes quiméricos son los eventos mas comunes (Figuras I-6 e I-7; Anexo 10) [31, 41, 42].
En estos dos grupos de edad se han identificado mas de 200 genes involucrados en translocaciones,
pero s6lo muy pocos predominan (Tabla I-6).
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ALL en nifios

Linaje de
Hipodiploidia 1.0% células B

<45 cromosomas

Hiperdiploidia
>50 cromosomas
95 0%

Otros 22.0% —

BCR-ABL
(9:22) 3.0%._

Rearreglos con ML/
el. t(4:11).£(11:19 8,0%\
911 L

HOX11L2
5q35  2.5%
LYLI
19p13

TEL-AMLI
. / 22.0%

MYC
T A;; 7.0% — ) (8:14). 1(2:8), 1(8:22)
¥ 0.7% e, pos 2.0%
HOX11 0.3% ~.5.0%
Linaje de 10q24 FE2A-PBX1
MLL-ENL
células T (1:19)

Figura I-6. Frecuencia de las anormalidades citogenéticas en la ALL en nifos. En
negritas se representan los eventos caracteristicos del linaje de las células T y
subrayadas, los del linaje de células B. Modificado de Pui y cols. [41].

AML en nifios
Varios 18,6%\
[1 anormalidad 7.5%] ’ R Normal
[2 0 mds anormalidades 11.1%)] ; 22.8%

-7
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1(8:21)
(10:1)(pl3q21)  1.9% |\ eclET%
1(6;9)(p23;q34) 1.3%
t(3;5)(q25;934) 1.1%
W(122)(p13:q13)  0.8%
t8:16)(p11:p13)  0.6%) «(15:17)
11‘]23 // —_11.5%
18.4% /

Inv(16)/t(16;16) - 5.9%

Figura I-7. Frecuencia de las anormalidades citogenéticas encontradas en 478 casos
de AML en nifios. Modificado de Raimondi y cols. [42].
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Dentro de las translocaciones mas recurrentes se incluyen los rearreglos en MLL, gen que ha sido
asociado, tanto en Leucemias de novo como en las secundarias, con mas de 70 genes diferentes [28, 54]
estando presente en el 7-10% de todas las ALL y del 5-6% de todas las AML [55]. Particularmente en
Leucemias en infantes (<12 meses), la frecuencia de translocaciones que involucran a este gen es de
cerca del 80-85% en ALL y del 50-65% en AML [54-56]; el diagndstico de los pacientes que portan
esta translocacién es pobre en comparacion con nifios (>1 afio - 15 afios) con AL [28, 43, 55, 58, 59],
siendo los eventos mds comunes la t(4;11)(q21;q23) —que da origen al gen fusionado MLL-AF4- en
ALLy la t(9;11)(p21-22;q23) —cuyo producto es el gen quimérico MLL-AF9- respectivamente [43, 55,
59]. En nifios con AL (1-15 afios) esta frecuencia baja al 8% en ALL [41] y al 18.4 - 22% en AML [42,
60], aunque mantienen la misma representatividad [41, 42, 57, 61, 62]. En cambio, en éste ultimo
grupo de edad, predominan principalmente dos translocaciones, la t(12;21)(p13;q22) —que involucra la
fusién de los genes TEL y AMLI- que se presenta en aproximadamente el 20-25% de los casos de ALL
de células precursoras de linfocitos B [44, 63, 64], y la t(8;21)(q22;q22) —donde la fusién se da entre los
genes AML1y ETO- con una frecuencia entre el 9y 15% [42, 43, 61].

Para concluir esta parte, es importante resaltar que, por los menos en las AL en infantes y nifios, todas
las translocaciones que han sido asociadas a un subtipo de Leucemia codifican para una proteina
quimérica funcional, por lo que su papel dentro del proceso leucémico estd en estudio.
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CAPITULO 3.

ORIGEN DE LA LEUCEMIA EN INFANTES Y NINOS: TRANSLOCACIONES ASOCIADAS

Una de las caracteristicas de las Leucemias en infantes y nifios es su relativamente corta historia
clinica, principalmente en la ALL, ya que se ha observado que de cuatro a seis meses atrds, antes de
manifestar algin sintoma de palidez, letargo, hematomas o infecciéon que llevan al diagnéstico, el
paciente usualmente se mostraba perfectamente saludable [23]. Debido a que es poco probable que
este tipo de cancer tenga una latencia de pocas semanas, se puede suponer que la historia natural de la
enfermedad debe de ser mas prolongada, aunque de forma encubierta y clinicamente silenciosa [23].
Al mismo tiempo, dada la relativa juventud de la mayoria de los nifios con Leucemia (<0 afios — 5
aflos), es posible que esta enfermedad pudiese estar iniciando antes del nacimiento. Esta teoria es
reforzada por registros que sefialan un incremento en el riesgo a desarrollar ALL por exposicién a
rayos X durante el embarazo, asi como distintos estudios epidemioldgicos que han provisto evidencia
indirecta para el origen fetal de la Leucemia Aguda —que es mds marcada para la AML en infantes o en
niflos con ALL—, por los casos de Leucemia neonatal o congénita y por algunos modelos matematicos
que endosan esta posibilidad [23, 65, 66].

Para comprobar esta teoria, a principios de los 90’s, comenz6 la busqueda de evidencia molecular que
pudiese indicar, de manera directa, el origen prenatal de la Leucemia en infantes y nifios. Dentro de
los posibles biomarcadores candidatos (Tabla I-7), las translocaciones cromosémicas reciprocas
demostraron ser los marcadores moleculares mas idéneos ya que con su estudio, no sélo se demostré
en varias Leucemias que el proceso leucemogénico puede estar iniciando durante el desarrollo
embrionario (mds especificamente, durante la hematopoyesis fetal) sino que ademas, el origen de la
enfermedad es clonal y que varias de las translocaciones mds comunes son posibles eventos tempranos
o iniciadores de la Leucemia [23, 43, 66, 67].

La evidencia necesaria para apoyar lo anterior pudo obtenerse gracias a dos tipos de investigacion; la
primera involucré el estudio de la relacién clonal de Leucemias concordantes en gemelos
monocigdticos y, la segunda, el escrutinio de muestras de sangre neonatal obtenido de tarjetas Guthrie
pertenecientes a pacientes con Leucemia. Ambas investigaciones utilizaron la secuencia gendmica del
gen fusionado, resultado del evento de translocacién, como un tnico marcador clonotipico [43].
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ESTUDIOS DE LEUCEMIA CONCORDANTE EN GEMELOS MONOCIGOTICOS

El primer reporte de Leucemia concordante en nifios gemelos fue en 1882 y actualmente se cuentan

con mas de 70 reportes de parejas de gemelos monocigéticos conocidos o del mismo sexo con esta

enfermedad en todo el mundo (Figura I-8) [67].

La explicacion para este fenémeno, ofrecida
por Clarkson y Boyse en 1971, propone que
la Leucemia concordante en gemelos puede
ser resultado de sangre quimérica en donde
esta enfermedad tiene un origen clonal y
prenatal en uno de los fetos (teoria de una
clona tnica) y posteriormente, siguiendo un
efecto de “metdstasis”, migra al otro gemelo
a través de la anastomosis vascular que se
forma en una sola placenta compartida. Con
lo anterior se sugiere que la explicaciéon de
este origen prenatal y monoclonal puede ser
sustentada con la  deteccion  de
anormalidades citogenéticas, no
constitutivas y compartidas por las células
leucémicas de ambos gemelos [43, 67].

La evidencia necesaria para sostener esta
idea de “metastasis intraplacentaria” fue
proporcionada por una serie de estudios
internacionales sobre casos de Leucemia
concordante en gemelos. En todos los casos,
se utilizaron como marcadores puntos de
rompimiento  gendémico  Unicos  en
translocaciones cromosomicas que
involucran al gen MLLy en la translocacién
TEL-AMLI, asi como rearreglos
clonotipicos de 7CR e IGH [43].

En cada una de las parejas de gemelos estudiados, las muestras de células leucémicas de cada uno
presentaban la misma secuencia del gen fusionado [68-75] (Tabla I-8; Figura I-9) o de los rearreglos en
IGH/TCR evaluados [76-78]. S6lo un estudio lleg6 a la misma conclusién utilizando seis marcadores
cromosomicos sin tener translocaciones molecularmente definidas [79].
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Tabla I-8. Estudios de Leucemia concordante en gemelos monocigéticos con marcadores clonotipicos tinicos.

Marcador Leucemia  Sexo edad de diagnostico Aportacion Pais

Molecular ler gemelo  2do gemelo

Referencia

Rearreglos nALL (L1) M 5semanas 5 semanas ler. articulo que reporta un Reino
en MLL ALL F 2 meses 2 meses origen clonal y unico. Evento no Unido
nALL F 9 meses 10 meses constitutivo.
ALL F  Nacimiento 3 meses Gemelas dicigoticas. Evento no  Estados
constitutivo. Unidos
ALL(L1) F 2 meses 2 meses Mismo rearreglo de ambos Estados
marcadores en los dos gemelos. Unidos
También se evaluaron rearreglos  (origen
de IGH. Evento no constitutivo. hispano)
AML (M2) F  115meses 13 meses Plantea posible asociacién de la Estados
dieta materna (consumo de Unidos
inhibidores de topo II naturales)
y la presencia de los rearreglos.
Evento constitutivo.
TEL-AMLI cALL F 3 aifios, 4 afios, del7F7 en un gemelo y rearreglos Paises
6 meses 10 meses distintos de IGH sugieren la Bajos
presencia de eventos moleculares
independientes  durante la
promocién de la leucemia.
ALL (ST) F  5aiios, 13 afios, Pre-diagnosis 9 afios antes del Paises
/cALL (L2) 2 meses 11 meses desarrollo de la leucemia. Bajos

Latencia prolongada.

ALL (L1) M 23 meses 23 meses Embarazo triple: 2 gemelos Reino
monocigoticos, 1 dicigético. El Unido
3er hermano solo presento la
translocacion en la TG.

AlLpre-B M 4.8aios 5.1 afios Rearreglo de IGH distinto en Suiza
cada gemelo. Se evaluaron TG.

Ford y cols. [68]

Gill Supery
cols. [69]

Mahmoud y
cols. [70]

Megonigal y
cols. [71]

Ford y cols. [72]

Wiemels y cols.
(73]

Maia y cols. [74]

Teuffel y cols.
[75]

F —Femenino; M — Masculino; nALL — ALL progenitor de B o nulo; cALL — ALL comin; ALL pre-B— ALL de células precursoras B; T-ALL —
ALL de células T; NHL — Linfoma no Hodgkin; TG: Tarjeta Guthrie; del 7EL: delecién del gen TEL normal;* Embarazo de trillizas moocigéticas,

la tercer bebé desarrollé la leucemia a los 37 meses.

TEL

*»ﬂ
B e >
|
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AMLI
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|
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Figura I-9. Puntos de rompimiento de la translocacion clonotipica 7EL-AML! en 4
pares de gemelos. Cada par de flechas sefialadas con las letras A/A’, B/B', C/C' y D/D’
en el intrén 5 de 7EL y en el intron 2 de AML! corresponden a una pareja de gemelos,
Los exones estdn representados con cajas. Modificado de Greaves y Wiemels [43].
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Con los resultados obtenidos en estos trabajos se determind, de forma general, que los marcadores
moleculares antes mencionados —principalmente las translocaciones cromosémicas— son eventos
clonales, no constitutivos y adquiridos, de modo que se llegd a una unica conclusién: debe de existir
una clona tnica a partir de la cual se estd desencadenando la Leucemia. Esta clona se estaria generando
en uno de los gemelos para posteriormente ser transmitida a su hermano a través de pequeias
conexiones venosas interconectadas dentro de la placenta, conocidas como anastomosis. Aunado a lo
anterior, los estudios en gemelos encontraron que (1) la latencia de esta enfermedad es variable,
llegando a ser en algunos casos, muy prolongada [73, 76] y (2) la causa de que la concordancia de la
Leucemia entre ambos hermanos disminuya de casi un 100% en infantes a poco menos de 10-15% en
nifios [67] puede ser la presencia de eventos genéticos adicionales postnatales, que son
complementarios a una translocacién cromosdémica o rearreglo de origen prenatal [72, 75-77].

ESTUDIOS RETROSPECTIVOS AL NACIMIENTO: EVALUACION DE TARJETAS GUTHRIE

Los estudios en gemelos monocigdticos otorgaron las primeras pruebas que demostraron el origen
prenatal de algunas translocaciones cromosémicas caracteristicas de algunos subtipos de Leucemia. Sin
embargo, una de las interrogantes que posteriormente surgieron fue si esta misma idea podria aplicarse
a las Leucemias en nifios unigénitos, ya que tanto las caracteristicas bioldgicas y clinicas, asi como en
edad de incidencia, son similares entre estos dos grupos [67]. Para poder responder esta pregunta, Gale
y cols. [80] propusieron en 1997 la evaluacién de pequefias muestras de sangre neonatal obtenidas a
partir de Tarjetas Guthrie —papel filtro especial utilizado para realizar un tamiz metabdlico en los
neonatos— de pacientes con Leucemia. Este grupo determind la secuencia del punto de fusién en la
translocaciéon MLL-AF4 en 3 bebés de 5, 6 y 24 meses de edad con ALL, y después buscé la misma
secuencia en la Tarjeta Guthrie de cada paciente, encontrando que era exactamente igual a las
muestras de células leucémicas. A partir de entonces, diversos grupos han confirmado el origen
prenatal de algunas de las translocaciones mas comunes en Leucemias infantiles como MLL-AF4, TEL-
AMLI, AMLI-ETOy E2A-PBX1 [80-89] (Tabla I-9), asi como de rearreglos en /GHy TCR [81, 90-92].
La informacién recaudada ha permitido establecer una frecuencia estimada de cada una de estas
translocaciones (Tabla I-10). Sumado a lo anterior, un par de estudios ha reforzado esta idea al
combinar el estudio en gemelos monocigéticos con la deteccion en Tarjetas Guthrie (Figura I-10) [74,
75, 84]. Sin embargo, una de las desventajas que presenta el uso de esta herramienta es el hecho de que
pueda estarse subestimando la frecuencia de los casos con origen prenatal. Esto se debe principalmente
a que los casos negativos no proporcionan informacién alguna, ya que pueden indicar tanto un origen
postnatal de la translocacién como un origen prenatal que no cuenta con el nimero de células
leucémicas necesarias en la sangre para que puedan ser rastreadas en la prueba [43]. Aun asi, al igual
que en los estudios en gemelos monocigdticos, este grupo de trabajos ha coincidido en que, en algunos
casos, la latencia de la Leucemia puede ser muy larga [82, 89, 90, 93] y en la posibilidad de un segundo
evento postnatal para que se desencadene la enfermedad [87, 91].
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TablaI-9. Estudios retrospectivos con Tarjetas Guthrie.

Marcador Leucemia No. De edad de % de casos Observaciones Pais Referencia
Molecular casos diagnéstico positivos
MLL-AF4 ALL 3 5 meses — 2 afios 100% ler. estudio en evaluar una Reino Gale y cols. [80]
translocacion en TG. Unido
Pro-B ALL 2 6 meses y 1 afio 100% También presentan mismo  Austria Fasching y cols.
rearreglo de IGH. [81]
ALL 3 5afios, ] mes—8 33.33%  Latencia de 6 afios en la NE Maia y cols. [82]
afios, 6 meses muestra positiva.

MLIL-AF6, AML 1 1 afio, 5 meses; 0% Republica Burjanivova y

MLL-AF9y 1 1 afio, 7 meses; 0% Checa cols. [83]

MLL AFI0 1 5 afios, 4 meses 0%

MLL-AF9y ALL 1 5 afios, 9 meses; 0% NE Maia y cols. [82]

MLL-AFI0 1 3 ANOS 0%

MILL-AFI10 AML (M5) 1 2 afios 100% Se detectd dic(1;19) en las Reino Jones y cols. [84]

células leucémicas, no se Unido
establece si es prenatal.

TEL-AMLI ALL pre-B 9 2 afios — 5 afios 66.67%  Inicialmente 12 muestras de Italia y Wiemels y cols.
1 parde 4 afios 100% bebés unigénitos; 3 fueron Reino [85]
gemelos descartados al no amplificar Unido

los genes control.
ALL pre-B 9 2 afios, 11 meses — 33.33%  Maximo periodo de Dinamarca  Hjalgrim y cols.
6 afios, 2 meses latencia: 5 afios, 8 meses. [86]
cALL 14 2 afios, 2 meses — 50% Eventos secundarios: Estados McHale y cols.
6 aflos, 8 meses del TEL el mas comun. Unidos [87]
ALL 7 5 afios, 10 meses — 42.86%  Maximo periodo de latencia NE Maia y cols. [82]
11afios, 2 meses detectado: 9 afios, 4 meses.
ALL 3 3 afios, 3meses — 33.33%  Maéximo periodo de latencia  Repuiblica Burjanivova y
5 afios, 7 meses detectado: 3 afios, 6 meses Checa cols. [83]
E2A-PBX1 ALL 15 NE 13.33% 2 pacientes positivos para  Estados Wiemels y cols.
TG: 5 afios, 3 meses v 8 Unidos [88]
afios, 7 meses.

AMLI-ETO AML 10 3 afios, 6 meses — 50% 3 pacientes con la  Estados Wiemels y cols.

12 afios, 2 meses translocacion en muestras  Unidos y [89]
de remisidén clinica Reino
completa. Unido

AMLI-ETO; AML 2 1 afio, 5 meses — Ningin  Se agruparon todos los casos  Reptiblica Burjanivova y

FLT3ATD; 2 14 afios, & meses casodio  evaluados para tomar el Checa cols. [83]

PMI-RARA; 4 positivo  min-max de edad.

CBFB-MYHIT 3

PML-RARA/ AML 2 (7 —10aflos, 8 50% Estados McHale y cols.

CBFB-MYHII 2 meses / ;7 —9 50% Unidos [90]

afios, 5 meses

cALL — ALL comiin; ALL pre-B — ALL de células precursoras B; T-ALL — ALL de células T; TG : Tarjeta Guthrie; dic: cromosoma dicéntrico;
del TEL: delecion del gen 7EL normal; NE: No Especificado.

Finalmente, uno de los puntos clave del estudio con Tarjetas Guthrie son las frecuencias estimadas del
origen prenatal de las translocaciones TEL-AML1 (51.06%), AML1-ETO (41.67%) y, particularmente
de MLL-AF4 en infantes con Leucemia (100%) (Tabla I-10). Estos valores hacen suponer, de forma
general, que los nifios que presenten este tipo de eventos al nacimiento, tendrdn un mayor riesgo a

desarrollar Leucemia en un futuro.

21



Tabla I-10: Estudios retrospectivos de Leucemias en infantes y nifios en muestras de sangre
neonatal: Tarjetas Guthrie. Modificado de Greavesy Wiemels[43)].

No.Total de  Frecuencia estimada en

Subtipo de Translocacién .
. . casos muestras de sangre Referencias
leucemia cromosomica
evaluados neonatal.
ALL en infantes MLL-AF4 5 100% [80, 81]
ALL en nifios MILL-AF4 3 33.33% [82]
ALL en nifios TEL-AML 47 51.06% [82, 83, 85-87]
ALL en nifios E2A-PBX] 15 13.33% [88]
AML en nifios AMLI-ETO 12 41.67% [83, 89]

TRES TRANSLOCACIONES ASOCIADAS A LEUCEMIAS EN INFANTES Y NINOS CON ORIGEN PRENATAL:

TEL-AML1, AML1-ETO Y MLL-AF4

Las translocaciones asociadas son alteraciones cromosdmicas que han sido relacionadas con un subtipo
morfoldgico o fenotipico de una Leucemia, Linfoma o Sarcoma, y cuya caracteristica particular —la
generacién de genes yuxtapuestos— ha permitido valorar la nocién de que las translocaciones
cromosdmicas son parte critica en el desarrollo de estos estos tres grupos de cancer, por lo que se ha
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asumido que varios de estos eventos indican la presencia de una enfermedad hematopoyética [94, 95].
En Leucemia, algunos ejemplos de translocaciones asociadas son la t(9;22)(q34;q11) (gen fusionado
BCR-ABIL) caracteristica de la Leucemia Mieloide Croénica, la t(15;17)(q22;q21) (PML-RARA) en la
Leucemia Promielocitica Aguda y la inv(16)/t(16;16)(p13;q22) (MYHI11-CBFB) relacionada con la
AML subtipo M4, asi como varias translocaciones que involucran al gen MLL como la t(9;11)(p22;q23)
detectada en casi la mitad de los casos de AML relacionados con terapia (t-AML) [28, 94, 95].

En la Leucemia en infantes y nifios, particularmente se reconocen tres translocaciones asociadas a esta
enfermedad: la t(12;21)(p13;q22), 7EL-AMLI, caracteristica de aproximadamente el 20-25% de los
casos de ALL pre-B en nifios; la t(8;21)(q22;q22), AMLI-ETO, presente en mas o menos el 15% de
AML en nifios, y la t(4;11)(q21;q23), MLL-AF4, relacionada con mas del 80% de los casos con ALL en
infantes y del 10% de ALL en nifios (ver Tabla I-10, en la seccién de Anormalidades Genéticas en las
Leucemias Agudas de Infantes y Nifios) [43]. Su reconocimiento fue reforzado por los estudios
realizados en gemelos con Leucemia concordante y con tarjetas Guthrie, trabajos que no solo
demostraron su origen in utero, sino que ademas, ayudaron a determinar su valor como marcadores
tempranos o iniciadores del proceso leucemogénico [43, 67]. Estas tres translocaciones son del tipo que
generan genes fusionados que codifican para una proteina quimérica, cuyo papel biolégico esta en
continuo estudio (Tabla I-11; Anexo 11).
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Translocacién (12;21)(p13:q22): Gen Fusionado TEL-AMLI

La t(12;21) fue reportada por primera vez en 1994 por Romana y cols. [96] en tres nifios con ALL y
esta asociada con una buena prognosis. Actualmente, es conocida como una translocacién criptica
debido a que s6lo puede ser detectada mediante una (RT)-PCR o por FISH (inmunofluorescencia in
situ), puesto que, con citologia clasica, su deteccién es menor al 0.5%, lo que infravalora su asociacién
con la ALL [97].

Esta translocacién genera el gen fusionado 7EL-AMLI como consecuencia de la unién de los genes
TEL (“translocation ETS leukemia”, gen represor de tumores; ETS: familia de factores de
transcripcién), localizado en el cromosoma 12, y AMLI (o CBFo2; CBF: familia de factores de
transcripcién que juegan un papel clave en el proceso de diferenciacién y maduraciéon durante la
hematopoyesis temprana), ubicado en el cromosoma 21(Tabla I-11) [27, 98-100]. Ambos genes
anteriormente habian sido relacionados, de forma independiente, con otras translocaciones en
Leucemias Mieloides [101].

Diversos estudios han encontrado que los puntos de ruptura ocurren a lo largo del intrén 5 del gen
TEL'y, preferentemente, en el intrén 2 (antes reportado como intrén 1) de AMLI [28, 72-74, 85, 102,
103], aunque también se han encontrado puntos de ruptura en el intrén 1 y 3 de este gen
(anteriormente regién -1 e intrén 2, respectivamente) (Figura I-11) [85, 102, 103], por lo que el gen
fusionado TEL-AMLI esta integrado por los exones 1-5 de 7EL y, generalmente, por los exones del 3-
10 de AMLI. Diversos estudios han reportado la funcién de la proteina quimérica que resulta de la
fusién de estos genes (Anexo 11-A) [104-106].
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Translocacién (8;21)(q22:q22): Gen Fusionado AMLI-ETO

La t(8;21) fue la primera translocacién identificada en Leucemia, siendo descrita como un evento que
involucraba un rearreglo reciproco de los cromosomas 8 y 21 en pacientes con AML en 1973; esta
asociada particularmente con el fenotipo M2 [94], es la translocacién mds comun en AML vy se
caracteriza por tener una buena respuesta a la terapia y una supervivencia prolongada libre de la
enfermedad [28].

Como resultado del intercambio cromosémico, se promueve la formacién del gen AMLI-ETO a través
de la fusion de los genes AMLI y ETO, éste ultimo localizado en el cromosoma 8 (“eight twenty-one”
0 MTG8, miembro de la familia £70: reguladores transcripcionales que interactian con co-receptores
y con la histona deacetilasa) (Tabla I-11) [49, 107-109]. La caracterizacién molecular de esta
translocacién en diversas muestras de pacientes pedidtricos ha permitido determinar puntos de
rompimiento a lo largo del intrén 6 (antes conocido como intrén 5) de AMLI y, principalmente, en el
intrén 2 (antes 1b) de £70 [28, 89, 110] y en algunos casos en el intrén 3 (antes 1la) (Figura I-12) [28,
110], de tal forma que el gen fusionado AMLI-ETO esta integrado por los exones 1-6 de AMLIy,enla
mayoria de los casos, por los exones 3-13 de E70. La funcién de la proteina quimérica ha sido
reportada en varios estudios (Anexo 11-B) [49, 106, 111-114].

Translocacién (4;11)(g21;923): Gen Fusionado MLL-AF4

De todos los rearreglos que involucran a 11q23/MLL en la Leucemia en infantes, la translocacién
(4;11) es el subtipo molecular mas recurrente con una frecuencia entre el 50 y 70% de todos los casos
reportados y, a su vez, estd relacionada con prognosis pobre comparada con otras translocaciones. Esta
representatividad disminuye a aproximadamente un 8% en nifios, donde se observa una buena
prognosis [41, 59, 115, 116].

Esta translocacién tiene como consecuencia la unién de los genes MLL ("myeloid/lymphoid or mixed
lineage leukemia’, la proteina es un factor de regulacién transcripcional) localizado en el cromosoma
11, y AF4 (“ALL1 fused gene from chromosome 4”, miembro 1 de la familia AF4/FMR2, activador
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transcripcional) ubicado en el cromosoma 4, originando el gen fusionado MLL-AF4 (Tabla I-11) [117-
120]. Sin embargo, a diferencia de las dos translocaciones asociadas antes mencionadas, en la t(4;11) se
ha detectado un grupo o cluster de puntos de ruptura que abarca varios intrones en ambos genes
(Figura I-13), por lo que los exones que participan en el nuevo gen son variados. En MLL se ha
identificado una regién de 6.5 kb donde se agrupan puntos de rompimiento y que abarca del intrén 8
al intrén 12, mientras que en el gen AF4 se reporta una regioén de agrupamiento de puntos de ruptura
de 40 kb, entre los exones 3 y 7 [115]. Esto conlleva a que el tamafio de la proteina quimérica dependa
de los exones involucrados en el rearreglo, siendo el evento mas comun, en la Leucemia en infantes
(aprox. 55%), la unién de los exones 1-8 de MLL con los exones 4-20 de AF4(Anexo 11-C) [115]; aun
asi, parece ser que el efecto de la nueva proteina sigue siendo el mismo (Anexo 11-C) [119, 120].
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CAPITULO 4.

FACTORES QUE FAVORECEN LA FORMACION DE TRANSLOCACIONES ASOCIADAS A
LEUCEMIAS

Cuando se planted la posibilidad de que algunas translocaciones asociadas a Leucemia podian tener su
origen durante el desarrollo embrionario, surgi6é la interrogante sobre las causas que estuviesen
promoviendo la formacién de este tipo de dafio. Una posible respuesta llegdé con el estudio de las
Leucemias secundarias, nombre que se le da a las Leucemias que se desarrollan como consecuencia de
un tratamiento para un primer cdncer, o cancer primario, con agentes quimioterapéuticos inhibidores
de Topoisomerasa II (Topo-II). La evaluacidn citogenética de estos pacientes (adultos y nifios) reveld la
presencia de translocaciones similares a las encontradas en Leucemias de novo en infantes y nifos,
principalmente aquellas que involucraban al gen AMLL [66, 67]. Esta similitud permitié plantear la
posibilidad de que la exposicién prenatal a agentes ambientales, que fungieran como inhibidores de
Topo-II, podrian estar promoviendo eventos de translocacion; este tipo de compuestos incluye
metabolitos del benceno, isoflavonas, lignanos, flavonoides, algunas hierbas medicinales, laxantes con
antraquinonas, resina de podofilina, antibidticos con quinolona y algunas hierbas culinarias, sustancias
fenolicas y plaguicidas —que incluyen fungicidas y mosquiticidas— [41, 121].

La postura de varios compuestos, entre ellos los plaguicidas, se ve reforzada por los estudios
epidemioldgicos que se han llevado a cabo con el fin de establecer la etiologia de la Leucemia.

INCREMENTO DE RIESGO A DESARROLLAR LEUCEMIA EN INFANTES Y NINOS POR EXPOSICION A
PLAGUICIDAS DURANTE EL DESARROLLO EMBRIONARIO

Desde la década de los 80’s se han elaborado diversos estudios epidemioldgicos que han examinado los
posibles factores de riesgo de la Leucemia en infantes y nifios, los cuales abarcan factores laborales,
ambientales, genéticos, infecciosos o estilo de vida de los padres. Dentro de los dos primeros grupos, la
radiacién ionizante ha sido el tnico factor que ha sido significativamente ligado con ALL o AML.
También se han evaluado hidrocarburos aromaticos policiclicos, compuestos aromaticos volatiles —en
donde el benceno ha sido identificado como factor de riesgo [122]- y diversos grupos de plaguicidas
[123-126].

En el caso particular de los estudios epidemiolégicos con plaguicidas previos al descubrimiento del
origen prenatal de algunas translocaciones asociadas a Leucemia, si se considera el tiempo
relativamente corto en el que se desarrolla la Leucemia —menos de lafio de edad en Leucemias en
infantes y entre los 2 y 4 afios en Leucemias en nifios— y los antecedentes de no ser una enfermedad
constitutiva (origen en células germinales), se puede postular que la exposicién estd ocurriendo in
utero, es decir, durante el desarrollo embrionario [41, 43, 66, 67, 124].

Ahora bien, con el estudio de los posibles factores causales de la Leucemia en nifios y la deteccién de
translocaciones cromosomicas asociadas a Leucemia en muestras neonatales, Kim y cols. [123]
proponen un esquema en donde establecen la relaciéon potencial entre los eventos que inducen la
enfermedad, las ventanas de exposicién criticas y los factores de riesgo dependientes de la exposicion,
por lo que si se toma en cuenta lo dicho en el parrafo anterior, se puede ubicar la formacién de
translocaciones en la etapa del desarrollo embrionario (Figura I-14). Esta idea es reforzada por algunos
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estudios epidemiolégicos que, en esta etapa, han encontrado asociaciones ante la exposicién laboral o
en el hogar de la madre durante la gestacion con el riesgo a que sus hijos desarrollen Leucemia (Tabla
1-12) [121, 127-134].

PLAGUICIDAS COMO AGENTES GENOTOXICOS

La Agencia para la Proteccién Ambiental de Estados Unidos, la EPA, define a los plaguicidas como
“sustancias cuya intencién es repeler, matar o controlar cualquier especie designada como una plaga
incluyendo plantas, insectos, roedores, hongos, bacterias u otros organismos” [135]. El término
plaguicida es el nombre genérico de agentes que se clasifican en categorias especificas en funcién de
las caracteristicas de su utilizacién y del organismo que destruyen [136].

Un gran nimero de plaguicidas sintéticos han sido introducidos al mercado desde mediados de 1940.
Actualmente el manual de plaguicidas incluye 900 entradas principales y listas de cerca de 2600
productos. Constituyen un grupo heterogéneo de compuestos bioldégicamente activos, caracterizados
por diversos grados de toxicidad también para especies no blanco incluyendo a los humanos en
quienes muchas de estas sustancias son extremadamente t6xicas. Los casos de intoxicacién aguda por
estos compuestos son causa de una morbilidad y mortalidad significativas en el mundo,
particularmente en paises en desarrollo, donde los patrones de uso de plaguicidas varian segun la zona
[137].
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Dado los usos y propiedades de los plaguicidas, muchas personas se encuentran en contacto con ellos,
ya sea mediante una exposicion laboral y/o ambiental, primordialmente. La poblacién general
principalmente esta en contacto con los residuos de estos compuestos, incluyendo la degradacién fisica
y bioldgica en aire, agua y comida. La exposicién ocupacional ocurre en todos los estados de la
formulacién de los plaguicidas, en la manufactura y la aplicacién involucrando un contacto con
mezclas complejas de diferentes tipos de quimicos, ingredientes activos y otros productos presentes en
formulaciones técnicas [138].

El potencial genotodxico es un riesgo primario que puede tener una consecuencia negativa a largo plazo
como puede ser un efecto tdxico en la reproduccién, carcinogénico o en enfermedades degenerativas;
por este motivo, muchos de los plaguicidas han sido evaluados utilizado una gran variedad de pruebas
de mutagenicidad que abarcan mutaciones en genes, alteraciones cromosdmicas y dafio al DNA. Sin
embargo, dado que la mayoria de los plaguicidas se encuentran en mezclas complejas, el potencial
genotodxico evaluado en un solo compuesto probablemente no pueda ser extrapolado a humanos [138].

Actualmente, el biomonitoreo genotoxicoldgico en poblaciones humanas ha sido empleado como una
herramienta para estimar el riesgo genético frente a una exposicioén integrada a mezclas complejas de
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quimicos. Aun cuando hay diversos biomarcadores disponibles para evaluar las respuestas genotdxicas
temporales y permanentes, los estudios de biomonitoreo en poblaciones que tienen contacto con
plaguicidas han sido enfocados en dafios citogenéticos puntuales como aberraciones cromosémicas
(CA), micronucleos (MN), la frecuencia de intercambio de cromdtidas hermanas (SCE) [138] y
recientemente ensayo cometa [139-141]. Particularmente, en el caso de neonatos y nifios, existen
diversos estudios que han evaluado el dafio genético por exposiciéon a diversos contaminantes
utilizando como principal biomarcador a los MN [142-144], seguido por los aductos [144, 145].

Aunado a la informacidén anterior, la evaluacidon de translocaciones asociadas a Leucemia en neonatos
y nifios puede ser utilizada como un biomarcador de dafio genotdxico. El trabajo realizado por LaFiura
y cols. [146] es el primero que intenta integrar esta informacién. Su estudio report6é que en 8 de 39
(20.5%) nifos expuestos a Propoxur, un insecticida del grupo de los carbamatos, se detectd la
presencia del mRNA (Acido Ribonucléico mensajero, por sus siglas en inglés) de la translocacién
AMLI1-ETO, asociada con AML en nifios, en comparacién con el grupo control (10%).

Finalmente, para concluir, se pueden postular a las translocaciones cromosdmicas asociadas a
Leucemia en infantes y niflos como posibles marcadores de dafio genotdxico por exposiciéon a
plaguicidas, esto con base en cinco puntos clave que favorecen esta idea y que se desarrollaron a lo
largo de este trabajo:

% el establecimiento de algunas translocaciones cromosdémicas como eventos tempranos o
iniciadores del proceso leucemogénico;

0.0

el conocimiento del origen prenatal de algunas translocaciones;

7
0.0

el planteamiento de una posible exposicién a agentes inductores de este tipo de dafio
durante el desarrollo embrionario;

X3

%

la asociacién encontrada entre la exposicién a plaguicidas y un incremento en el riesgo a
desarrollar Leucemia;

% el reporte de que los plaguicidas pueden favorecer la formacion de translocaciones.
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PLANTEAMIENTO

En los ultimos afios, en México, como en otros paises, se ha ido incrementado el uso indiscriminado de
plaguicidas y, como consecuencia del incremento de sitios contaminados por este tipo de compuestos,
asi como por el establecimiento de corredores industriales en areas rurales y por la concentracion de
vehiculos automotores en las ciudades, por citar algunos ejemplos, el tema de la exposicién ambiental
ha ido cobrando cada vez mds importancia sumdndose a la exposicién laboral, situacidén que representa
una situacién alarmante. Como una consecuencia de ello, las mujeres en gestacién frecuentemente
estdn expuestas a compuestos toxicos que ponen en riesgo a sus hijos nonatos. El desarrollo
embrionario es un periodo de gran susceptibilidad para la integridad del embrién debido a la activa
proliferacion celular y a la compleja regulacién génica que tiene lugar, en relacién con la formacién y
diferenciaciéon de los distintos tejidos. La exposicién de la madre a compuestos téxicos y genotdxicos
durante esta etapa representa un peligro real para ambos, ya que la mayoria de estos compuestos son
liposolubles, de tal forma que atraviesan las membranas celulares con facilidad y alcanzan sus blancos
moleculares, lo que ocasiona una serie de alteraciones que pueden ir desde malformaciones fisicas
hasta el mal funcionamiento de las células e incluso de érganos o tejidos. Los estudios en gemelos
monocigdticos con Leucemia y en tarjetas Guthrie revelaron el origen prenatal de tres translocaciones
asociadas a Leucemia en infantes (MLL-AF4) y en nifios (TEL-AML1, AMLI1-ETO), por lo que son
consideradas eventos iniciadores o tempranos del proceso leucemogénico. Esto ha llevado a plantear la
posibilidad de que este tipo de dafio puede ser consecuencia de una exposicién a compuestos tdxicos;
entre ellos, los plaguicidas. Sin embargo, no se conoce si estas translocaciones podrian tener utilidad
como biomarcadores para predecir el riesgo a desarrollar Leucemia en infantes y nifios como
consecuencia de exposicion a genotdxicos en la etapa prenatal. Para saber lo anterior, primero habria
que establecer si los nifios nacidos de madres expuestas a compuestos toxicos que han sido
relacionados con el riesgo a desarrollar Leucemia presentaran, al nacer, las translocaciones que han
sido asociadas a este cancer. Por todo lo anterior, en el presente estudio es de interés evaluar cémo la
exposicion a plaguicidas, grupo de compuestos que ha sido correlacionado con este riesgo, podria
influir en la ocurrencia de tres translocaciones cromosdmicas en neonatos que, a través de sus madres,
estuvieron expuestos durante la gestacién.
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HIPOTESIS

Neonatos expuestos prenatalmente a diversos plaguicidas organoclorados presentaran alguna de las
tres translocaciones asociadas a Leucemias en infantes y nifios: MLL-AF4, TEL-AML1 y AML1-ETO.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia de los transcritos de las translocaciones MLL-AF4, TEL-AML1 y AML1-ETO
en neonatos expuestos prenatalmente a plaguicidas organoclorados.

OBJETIVOS PARTICULARES

v Montar y estandarizar la metodologia para detectar los transcritos de las translocaciones MLL-
AF4, TEL-AML1 y AMLI-ETO en lineas celulares conocidas.

v Determinar con qué frecuencia se presentan las translocaciones estudiadas en muestras de recién
nacidos y sus madres.

v Determinar si el régimen de exposicién a plaguicidas puede causar la presencia de estas
translocaciones asociadas con el desarrollo de Leucemia en infantes y nifios.

DISENO EXPERIMENTAL
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MATERIAL Y METODOS

MUESTRAS DE LOS DONANTES

Las muestras evaluadas fueron linfocitos fijados en solucién de Carnoy (3:1, Metanol : Acido Acético)
de un grupo comprendido por 49 binomios madres-neonatos sanos, residentes de la regiéon de Rio
Verde y San Bernando en San Luis Potosi, expuestos a plaguicidas del grupo de los organoclorados. Los
linfocitos fijados corresponden a un estudio previo en donde se realizaron de cultivos de sangre
periférica materna y de sangre de cordén umbilical [147]. Las muestras maternas se utilizaron como
grupo control con base en el siguiente criterio: Aun cuando se encontraban bajo una exposicién
crénica a plaguicidas, las mujeres no tenian diagnéstico de Leucemia al momento de tomar las
muestras, por lo que no se espera detectar las translocaciones en ellas. Las caracteristicas generales de

la poblacién y los datos de los niveles de plaguicidas se obtuvieron de un estudio previo (Anexo 12)
[147].

LINEAS CELULARES

Como controles positivos para las translocaciones, se utilizaron 3 lineas celulares comerciales
adquiridas en ATCC®: RS4;11 (Cat. No. CRL-1873™) para la translocacion t(4;11)(g21;923), Reh (Cat.
No. CRL-8286™) para t(12;21)(p13-q22) y Kasumi-1 (Cat. No. CRL-2724™) para t(8;21)(q22;q22). Las
lineas celulares fueron cultivadas en medio completo RPMI-1640 (ATCC Cat. No. 30-2001)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (ATCC Cat. No. 30-2020) para RS4;11 y Reh, y con 20%
para Kasumi-1. Una vez que se alcanzé un total de 10 millones de células, por linea celular, se
prosiguid a congelarlas en nitrégeno liquido a una concentracién de 1 millén de células por cada 100
pl, para su uso posterior.

EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE RNA TOTAL

Muestras de Linfocitos Fijados

Para la obtencién del RNA total, se extrajo el fijador de los linfocitos y se homogeniz6 en 1 ml de
TRIzol Reagent® (Invitrogen™) dejando reposar 5 minutos a temperatura ambiente. Se adicionaron
200 pl de cloroformo (Sigma-Aldrich®) y se incub6é por 3 minutos a la misma temperatura.
Posteriormente, se centrifug6 a 12,000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se tom¢ la fase acuosa de cada
muestra a la cual se le adicionaron 500 pl de alcohol isopropilico (Sigma-Aldrich®) para precipitar el
RNA a 12,000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se retir6 el alcohol isopropilico y el botén de RNA se
resuspendid en 1 ml de etanol (Sigma-Aldrich®) al 75% (v/v, agua libre de nucleasas, GIBCO BRL).
Seguido a ello se centrifugé a 9,000 rpm durante 5 minutos a 4°C y se retir6 el etanol dejando secar el
botén, a temperatura ambiente por 10 minutos. Finalmente la muestra se diluyé en 30 pl de agua libre
de nucleasas.

Lineas Celulares

La muestra de cada linea celular previamente conservada en nitrégeno liquido fue descongelada a 37°C
en un bafio Maria. De cada una de ellas se tomaron 100 pl de las células de cada linea celular para
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obtener el RNA. La extraccién se llevd a cabo siguiendo el mismo procedimiento empleado para los
linfocitos fijados.

Cuantificacién de RNA Total

La cantidad de RNA total se cuantificé utilizando un NanoDrop® ND-1000. La pureza se determiné
con los valores de relacién de absorbancias 260/280.

SINTESIS DE CDNA A PARTIR DEL. RNA TOTAL (REVERSO-TRANSCRIPCION, RT)

En la sintesis del cDNA se utilizaron oligonucledtidos especificos para cada translocacién (Tabla M-1)
publicados con anterioridad [36]. Por muestra, se tomd un 1 ng de RNA total por muestra a la que se le
adiciond lo siguiente: 2.5 pmoles de cada oligonucleétido especifico, 0.1 mM de mezcla de dNTP’s
(Invitrogen™) y agua libre de nucleasas. Las muestras se calentaron a 65°C durante 5 minutos vy,
posteriormente, se agregaron 4 pl de Buffer First-Strand (Invitrogen™) y 2 pl de DTT 0.1 M
(Invitrogen™), incubando a 37°C por dos minutos. Se adiciond 1 pl de M-MLV transcriptasa reversa
(Invitrogen™) obteniendo asi un volumen total de 25 pl; las muestras se incubaron a 37°C por 50
minutos. La reaccién se detuvo calentando las muestras a 70°C durante 15 min. Para concluir, la
mezcla se llevd a un volumen final de 50 pl.

PCR ANIDADA

Para la amplificacién de los transcritos se realiz6 una PCR anidada con dos reacciones por
translocacion. En el caso de los transcritos de TEL-AML1 y de AML1-ETO se utilizaron dos pares de
oligonucledtidos (un par por reaccién), mientras que para el transcrito MLL-AF4, se emplearon dos
trios de oligonucledtidos (un trio por reaccién, Tabla M-1); todos reportados con anterioridad [36]. En
las muestras maternas y de neonatos se realizé la evaluacién de cada una de las tres translocaciones por
triplicado y de forma independiente. Aunado a lo anterior y paralelamente a los triplicados, se
amplificé el control positivo de cada translocacién y un control negativo que consistié en una mezcla
con todos los reactivos pero sin cDNA.

Primer Reaccién

Se preparé una mezcla con lo siguiente: 5 pl de ¢cDNA, 0.5 mM de cada oligonucledtido para la
reaccion 1, 0.5 mM de mezcla de dNTP’s ((Invitrogen™)), 0.5 U de Platinum ® 7ag DNA Polymerasa
(Invitrogen™), 2 pl de amortiguador de reaccién (1 mM de MgClz) y agua libre de nucleasas
obteniendo un volumen final de 20 pl.

Segunda Reaccién

La mezcla se prepard con lo siguiente: 2 pl de la mezcla de la reacciéon 1, 0.4 mM de cada
oligonucledtido para la reaccién 2, 0.4 mM de mezcla de dNTP’s, 0.5 U de Platinum ® 7a2g DNA
Polimerasa, 2 pl de amortiguador de reaccién (1 mM de MgClz) y agua libre de nucleasas para obtener
un volumen final de 24 pl.

Los programas para cada reaccién se presentan en la Tabla M-2.
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VISUALIZACION DE LAS TRANSLOCACIONES

Para saber si hubo amplificacién de transcritos, se tomaron 15 pl de cada mezcla de la segunda
reaccién y se colocaron en un gel de agarosa (BIO-RAD) al 3% (g/v); éste se corrié en una
electroforesis durante 50 minutos a 85 voltios y, posteriormente, se tii6 con bromuro de etidio
(Invitrogen™) (0.005%, v/v) y se expuso a luz ultravioleta utilizando un UV Transilluminator 2000,
BIO-RAD. Cada imagen fue documentada con el programa Kodak 1D Image Analysis Software
Version 3.6.5 K2.
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ANALISIS DE SECUENCIAS

La presencia de translocaciones fue confirmada mediante la secuenciacién de los fragmentos de cDNA
amplificados en un equipo para secuencia Applied Biosystems modelo 310; este procedimiento se
llev6 a cabo en el Laboratorio de Inmunologia del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.
Las secuencias fueron comparadas con las reportadas, para cada gen, en la base de datos de la NCBI
(Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica, por sus siglas en inglés) [148]. Las secuencias de
los controles positivos, de cada linea celular, también fueron enviadas a secuenciar.

PRUEBA DE SENSIBILIDAD DE LA TECNICA

PAra determinar la sensibilidad de la (RT)-PCR, se realizé por duplicado una serie de cinco diluciones
1:10, con respecto a la anterior, de las células de lineas celulares en linfocitos de un donador sano. A
partir de estas diluciones y un control negativo, que comprende sélo los linfocitos del donador, se
llevé a cabo la extraccién de RNA, la obtencién de cDNA vy la amplificacién de los fragmentos.

ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar la posible asociacién entre la presencia/ausencia de las translocaciones evaluadas y la
concentracién de los niveles de 15 organoclorados, detectados en suero de sangre materna y de cordén
umbilical (Anexo 12), se aplicé la prueba Mann-Withney empleando el programa STATA 7.
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RESULTADOS

ESTANDARIZACION

En una prueba inicial se corroboré que cada linea celular empleada como control positivo,
efectivamente portara la translocacién a evaluar mediante la amplificacién y visualizacién del
transcrito de interés (Imagen R-1), seguido por la secuenciacién de cada uno de ellos (Figuras S-1, S-2
y S-3). Ademds, en este ultimo paso se caracterizé cada uno de los eventos y se determinaron los
exones involucrados en las translocaciones estudiadas, lo que sirvié como marco de referencia para las
muestras estudiadas.
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TEL-AMLI1

El control positivo de la translocacién TEL-AMLI se obtuvo de la linea celular Reh. El fragmento de
este transcrito consistié en 306pb. Se encontré conformado por los tltimos 76 nucleétidos del extremo
3’ del exén 5 de TEL, asi como del exén 3 y los primeros 186 nucleétidos del extremo 5’ del exén 4b de
AMLI; los primeros 5 nucledtidos del extremo 5’ del fragmento no coincidieron con la secuencia de
TEL (Imagen R-1 y Figura S-1).
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AMLI1-ETO

El control positivo para la translocacién AML1-ETO se obtuvo a partir de la linea celular Kasumi-1. El
fragmento de este transcrito fue de 331pb. Incluyé los tltimos 111 nucledtidos del extremo 3’ del ex6n
5y el ex6n 6 completo de AML1, asi como los primeros 113 nucleétidos del extremo 5’ del exén 4b de
ETO; los ultimos dos nucleétidos del extremo 3’ del fragmento no coincidieron con la secuencia
reportada de ETO (Imagen R-1 y Figura S-2).
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MLL-AF4

El control positivo para la translocacién MLL-AF4 se obtuvo de la linea celular RS4;11. El tamafio del
fragmento de este transcrito consistié en 428pb. Estuvo integrado por los tltimos 77 nucledtidos del
extremo 3’ del exén 7, y los exones 8 y 9 de MLL, asi como por los exones 4, 5 y los primeros 12
nucledtidos del exdn 6 de AF4; el primer nucleétido del extremo 5’ del fragmento no coincidié con la
secuencia de MLL (Imagen R-1 y Figura S-3).
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ESTUDIO DE LAS MUESTRAS

De los 49 binomios madre-hijo evaluados (en total 98 muestras procesadas), se encontré que 14
individuos presentaron amplificacién de, por lo menos, una de las translocaciones estudiadas.
Sorpresivamente, 6 de ellas correspondian a las madres (n=49), en donde la translocacién con mayor
frecuencia fue MLL-AF4 (6.12%), seguida de AML1-ETO (4.08%) y TEL-AML1 (2.04%) (Tabla R-1).
Por otra parte, en los 8 neonatos (n=49) en quienes se detectaron estos eventos, la translocacién mas
frecuente fue AML1-ETO (10.2%), seguida de MLL-AF4 (8.16%) y, en el caso de TEL-AMLI, ésta no
se detectd en el grupo (Tabla R-1). Ademads, los bebés que presentaron alguno de estos eventos no eran
hijos de madres con translocacién, es decir, no hubo concordancia entre alguno de los binomios.

En 13 personas (6 mamads y 7 neonatos) se detectd la presencia de una translocacién; un bebé, B13,
presentd amplificacién en dos translocaciones, MLL-AF4 y AML1-ETO. (Tabla R-2).
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SECUENCIACION DE LAS TRANSLOCACIONES DETECTADAS POR (RT)-PCR

TEL-AML1

Sélo una muestra materna presentd esta translocacion en dos de las tres réplicas (M16), por lo que
ambas se enviaron a secuenciar. Dado que ambas muestras revelaron el mismo evento, sélo se reporta
una de ellas a detalle. El fragmento estuvo integrado por 326 nucledtidos e incluia los ultimos 91
nucledtidos del extremo 3’ del exén 5 de TEL, asi como el exén 3 y los primeros 189 nucleétidos del
extremo 5’ del ex6n 4a de AMLI. Los primeros 5 nucledtidos del extremo 5’ y los ultimos 3 del 3’ del
fragmento no coincidieron con las secuencias reportadas. Asi, las dos secuencias revelaron la presencia
del evento de translocacion entre el exén 5 de TEL y el exén 3 de AML1 (Figura S-4).
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AMLI1-ETO

Unicamente 3 de las 7 muestras (2 maternas y 1 neonato), que presentaron la amplificacién de esta
translocacién, pudieron ser re-amplificadas para su posterior secuenciacion.

Muestra materna M9. Se obtuvo un fragmento de 403 nucleétidos que correspondi6 a los ultimos 98
nucledtidos del extremo 3’ del ex6n 5 mas el exén 6 de AMLI1; seguido a la secuencia de AMLI, se
detect6 la presencia de los nucleétidos 255 al 437 del extremo 5’ del exén 4a de ETO, por lo que se
observo una delecion de los primeros 254 nucleétidos de este exén. Los primeros 15 nucledtidos del
extremo 5 y los ultimos 3 nucleédtidos del 3’ del fragmento no correspondieron con las secuencias
reportadas (Figura S-5).

Muestra materna MI0. El fragmento fue de 397 nucleétidos y estuvo integrado por los tltimos 111
nucleétidos del extremo 3’ del exén 5 y por el exén 6 de AML1. Asi mismo, se encontraron los
nucledtidos 255 al 435 del extremo 5’ del exén 4a de ETO por lo que, al igual que en la muestra M9, se
detect6 una delecion de los primeros 254 nucleétidos del exén 4a (Figura S-6).

Muestra neonatal B49. La secuencia del producto contenia 335 nucledtidos y comprendid los dltimos
111 nucledtidos del extremo 3’ exén 5 mas el exdn 6 de AMLI, asi como los primeros 110 nucleétidos
del extremo 5’ del exén 4b de ETO. El primer nucleétido del extremo 5’ y los ultimos 7 del 3’ del
fragmento no coincidian con las secuencias reportadas (Figura S-7).

Asi, las secuencias de las muestras maternas mostraron la participacién del exén 6 de AMLI1 con parte
del exdn 4a de ETO (Figura S-5 y S-6). En el caso de la muestra del neonato que fue secuenciada, se
encontrd que el evento de translocacion se da entre el exén 6 de AMLI y el exén 4b de ETO (Figura S-
7).

De las otras 4 muestras, todas pertenecientes a los bebés, se observo lo siguiente:

Una de las muestras mostré amplificacién en una de las tres réplicas (B48), mientras que en las otras 3
(B13, B14 y B47) se detect6 la amplificacion en dos de las tres réplicas (Tabla R-2); sin embargo, no se
logré obtener la reamplificacién de ninguno de los productos observados en el gel de agarosa, por lo
que no se pudo caracterizar la translocacién de estas muestras.
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Secuencia de la Muestra M9: AML1-ETO

A)
5 AML1
Ex6n5
TTCGCTGGCAAGGGGTGAAAACTACTCGGCTGAGCTGAGAAATGCTACCGCAGCCATGA

Ex6n5  Ex6n6
AGAACCAGGTTGCAAGATTTAATGACCT CAGGTITGTCGGTCGAAGTGGAAGAGhGAAA

AGCTTCACTCTGACCATCACTGTCTTCACAAACCCACCGCAAGTCGCCACCTACCACAGA

AML1 ETO
Ex6n6 Exon4a
GCCATCAAAATCACAGTGGATGGGCCCCGAGAACCTCG

CCACTTGAAAAACATGAGGATGCTTAAGGAGTAAAATAATATGTTCCTGGTGGCATCCTC

CAGATCGTACTGAGAAGCACTCCACAATGCCAGACTCACCTGTGGATG GCAAGACGCAA
ETO 3
Exo6n 4a
GTCTAGGCTGACTCCTCCAACAATGCCACCTCCCCCAACTACTCAAGGAGCTCCAAGAC

NNN- nucleétido (N) que no coincide con N — nucleétido (N) que falta en la
la base de datos. secuencia.

I\iNf termina un exdn e inicia otro. N - nucleétido (N) que sobra en la
secuencia.

NMNN — ausencia de nucledtidos (N) en
el exén

B)

[D (-254 N)

Figura S-5. Muestra M09: Translocacién AML1-ETO. A) Secuencia del producto amplificado: exones 5 y
6 de AMLI1 y parte del exén 4a de ETO, el cual presenta una delecion de 254 nucledtidos (N). B)

Reconstruccion grafica del fragmento del transcrito amplificado (exones de AML1 en negro; exén de
ETO en blanco).
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Secuencia de 1a MuestraM10: AML1-ETO

A)
5> AML1
Ex6n5
TGGGTGGCAGGGATGAAAACTACTCGGCTGAGCTGAGAAATGCTACCGCAGCCATGAAG

Ex6n5  Exén6
AACCAGGTTGCAAGATTTAATGACCTCAGGTT IGTCGGTCGAAGTGGAAGAGk"GAAAAG

CTTCACTCTGACCATCACTGTCTTCACAAACCCACCGCAAGTCGCCACCTACCACAGAGC

AML1 ETO
Ex6n6 Exon4a

CATC GAAATCACAGTGGATGGGCGGGGAGAAGCTCGAA]GGIGHGGT%:AGAHGGGTEFG

ACCCCACTTGAA GAACTGAGGTGCTTAAGGAGTAAAATAATATGTTCCTGGTGGCATCC

TCCAGATCGTACTGAGAAGCACTCCACAATGCCAGACTCACCTGTGGATGTGAAGACGC
ETO
Exén4a
AATCTAGGCTGACTCCTCCAACAATGCCACCTCCCCCAACTACTCAAGGAGCTCCAAGA

NNN-nucleétido (N) que no coincide con
la base de datos.

1\1N— termina un exodn e inicia otro.

NNN — ausencia de nucledtidos (N) en
el exén

B)

| 4a

AML1 ETO
[D (:254N)

Figura S-6. Muestra M10: Translocacién AML1-ETO. A) Secuencia del producto amplificado: exones 5 y
6 de AML1 y parte del exdn 4a de ETO, el cual presenta una delecion de 254 nucledtidos (N). B)
Reconstruccion grafica del fragmento del transcrito amplificado (exones de AML1 en negro; exon de
ETO en blanco).
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MLL-AF4

Al igual que en las dos translocaciones anteriores, las siete muestras que fueron positivas en la
amplificacién por (RT)-PCR para detectar el transcrito de MLL-AF4 (3 mamas y 4 neonatos) fueron
secuenciadas para determinar qué exones estaban participando. Sin embargo, ninguna de las
secuencias indicé la presencia de AF4; en cambio, se encontraron otro tipo de rearreglos en MLL. Los
electroferogramas de seis de las siete muestras revelaron eventos de inversién en el propio transcrito
de MLL (Figuras S-8 a S-13); en una muestra no pudo determinarse si habia o no inversién y/o
translocacién debido a que parte de la secuencia no correspondi6 a la base de datos de MLL ni de AF4
(Figura S-14). No se detectaron coincidencias (secuencias idénticas) entre las inversiones de las
diferentes muestras, pero si en el nimero de exones involucrados.
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Muestras M4 (materna) y B13 (neonato). El fragmento de M4 fue de 191 nucleétidos y, el de B13, fue
de 192 nucledtidos. El electroferograma de ambas muestras reveldé la presencia de la secuencia
ordenada del extremo 3’ del exén 7 (41 y 38 nucledtidos respectivamente), pero con una delecién de
los ultimos 15 (M4) y 18 (B13) nucledtidos de este exén. Seguido a ello se encontrd la secuencia
invertida del exén 10 y de los ultimos nucleétidos del extremo 3’ del exén 9 (39 y 37 nucledtidos). Los

dos tltimos nucledtidos del extremo 3’ de ambos fragmentos no coincidieron con la base de datos (M4:
Figura S-8; B13: Figura S-9).
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Muestra M1 (Materna). El fragmento de este transcrito estuvo conformado por 190 nucledtidos. En él
se detect6 la secuencia ordenada de los tltimos 55 nucleétidos del extremo 3’ del exén 7, seguido de la
secuencia invertida del exén 10 y de los ultimos 37 nucledtidos del extremo 3’ del ex6n 9; ademas, el
ex6n 10 tenia una delecion de los ultimos 19 nucledtidos del extremo 3’ (no se encontraron en la
secuencia). Los dltimos dos nucledtidos del fragmento no correspondieron con la base de datos (Figura
S-10).
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Muestra B46 (neonato). Esta muestra fue la tnica que presentd amplificacién en dos de las tres
réplicas. Ambos fragmentos fueron secuenciados revelando la misma secuencia, por lo que sélo se
analiz6 uno de ellos. El tamafio del transcrito fue de 191 nucledtidos y estuvo integrado por la
secuencia ordenada de los ultimos 56 nucledtidos del extremo 3’ del exén 7 y los primeros 50
nucledtidos del extremo 5’ del ex6n 9; no se detecto la presencia del exén 8. La regién invertida en
esta muestra estuvo integrada por los primeros 45 nucleétidos del extremo 5’ del exén 10 y por los
ultimos 37 nucledtidos del extremo 3’ del ex6n 9. Esta fue la tinica inversidon en donde se observé que
los exones fusionados, el exén 9 ordenado y el exén 10 invertido, presentaron una delecién de 82 y 64
nucledtidos respectivamente. Aunado a lo anterior, de los dltimos 5 nucleétidos del exén 9 (regién
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lineal), cuatro de ellos presentaron homologia con cuatro de los primeros 5 nucledtidos invertidos del
exon (Figura S-11). Los tltimos 3 nucledtidos del extremo 3’ del fragmento no coincidieron con la base
de datos.

Secuencia de la Muestra B46; Rearreglode MLL

Exén7 Exén7  Exén8
TCCCAAA_;ACCACTCGTAGTGAGCCCAAGAAAAAGCAGCCTCCACCACCAGAATCA(‘}F;@G

3
Ex6n8 Ex6n9 Ex6n9
%%%%%@%Aaéﬁ%@k;AAAAACCACCTCCGGTCAATAAGCAGGAGAATGTAGGGACI ['TGaaCat

? Exo6n 10
CEFGGETCTTATAGCAACAGCAAGTCaaGatTCCTAAGCCTCCCATCTCCCACACATTTTCTGC

5
Ex6n10 Ex6n9 Exé6n 10

TTCACAATCGTCbTTAAAGTCCACTCTGATCCTGTGGACTCCATCTGCTA GA

— —secuencia ordenada del gen. NNN- nucleétido (N) que no coincide con
la base de datos.

4— — secuencia invertida del gen. N —nucledtido (N) que falta en la
secuencia.

NNN —delecién de nucléotidos (N) NN— termina un exodn e inicia otro.
en el exén.

MMM —delecidn de un exén nn — nucledtidos homdélogos en ambos
completo. exones.

B)
5 9 N | 10 | 9
1 1

-—) 2 @ @E——— 2 e

m (-82N) mmmmp Direccién 5’ - 37

n (64N) ¢ Direccion 3' -5

Figura S-11. Muestra B46: Rearreglo del transcrito de MLL. A) Secuencia del producto amplificado B46-1
y B46-3; ambos presentaron el mismo rearreglo. Los exones 7y 9 con direccion 5’- 3’ (region ordenada);
hay ausencia del exén 8 y, el exdn 9, presenta una delecion de 82 nucledtidos (N) en el extremo 3’;
exones 9 y 10 con direccién 3’- 5’ (regién invertida), el exén 10 con una delecién de 64 nucledtidos (N)
en el extremo 3’. El extremo 3’ del exdn 7 ordenado y el extremo 3’ del exén 10 invertido, presentan una
microhomologia en 4 nucledtidos (n). B) Reconstruccion grafica del fragmento amplificado del transcrito
de MLL.
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Muestras M26 (Materna) y Bl1 (neonato). El fragmento amplificado de M26 fue de 238 nucleétidos,
mientras que el de B11 fue de 224 nucledtidos. El electroferograma de ambas muestras revel6 la
presencia de la secuencia ordenada los dltimos nucleétidos del extremo 3’ del exén 7 (64 y 55
nucledtidos respectivamente), del exén 8 y de los primeros nucleétidos del extremo 5’ del exén 9 (54 y
49 nucledtidos), ya que se observd la ausencia del extremo 3’ de este ultimo (79 y 83 nucledtidos). A
diferencia de las otras muestras, la secuencia invertida de M26 y Bl11 inicié con el extremo 3’ del
intrén 9 (4 y 7 nucledtidos), seguido por el extremo 5’ del exén 9 (41 y 37 nucledtidos) (M26: Figura S-
12; B11: Figura S-13). Sélo en el extremo 3’ de B11, los dos tltimos nucledtidos no correspondieron
con la base de datos.
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Muestra B41 (neonato). El fragmento fue de 259 nucleétidos. En esta muestra se encontrdé la secuencia
ordenada de los ultimos 53 nucleétidos del extremo 3’ del exén 7, seguidos del exén 8 y los primeros
34 nucleétidos del exdn 9, observando la ausencia de 98 nucleétidos de este exdén. Sin embargo, no se
puede saber si esta pérdida se debe a la presencia de una inversién o de una translocacién, ya que los
ultimos 86 nucledtidos no coincidieron con la base de datos de MLL ni de AF4 (Figura S-13).

Secuencia de 1a Muestra B41; Rearreglode MLL

A)

Exén7
CAAAGACTACATCAAAACCACTCCTAGTGAGCCCAAGAAAAAGCAGCCTCCACCACCAG

Ex6n7 Exén8
AATCAGIGTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCCTGTP_;

Ex6n8 Exén9 Ex6n9 *
MCMAAAGCMMGMA¢AAAMCCACCTCGGGTCAATAAGCA TGA T AATG:GGG

Pl =

GGCTTTTGAGGTCCCCGATCTAACCCACGTGITAGGGGGCGGGTTITITTITITTTTTIGGIT

' _ ! _lasecuencia no es determinable. NNN- nucleétido (N) que no coincide con
la base de datos.
T\iNf termina un exén e inicia otro. N —nucleétido (N) que falta en la
secuencia.
B)
5! 3

[
7 8 9 |
1

B Sccuencia desconocida mmmmd  Direccion 5’ - 3’

[D (-98 N)

Figura S-14. Muestra B41: Rearreglo del transcrito de MLL. A) Secuencia del producto amplificado:
exones 7-9 con direccion 5~ 3’ (region ordenada), el exén 9 presenta una posible delecion de 98
nucledtidos (N) en el extremo 3’; sin embargo, en el electrofenograma, parte de la secuencia no es clara,
por lo que no se puede determinar dicha delecién, asi como tampoco si hay presencia de inversion o no
(region sefialada con una linea punteada). B) Reconstruccién grafica del fragmento amplificado del
transcrito del gen MLL.
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ASOCIACION: PRESENCIA/AUSENCIA DE REARREGLOS CROMOSOMICOS VS CONCENTRACION DE
ORGANOCLORADOS

Caracteristicas Generales de la Poblacién

Debido a que se encontr6 un numero
pequefio de muestras con translocaciones o
inversiones del gen MLL, tanto en las
mamas como en los bebés, se prosigui6é a
trabajar con los grupos de manera
independiente y formando dos subgrupos en
cada uno: con rearreglo (translocacién y/o
inversion del gen MLL) y sin rearreglo. En
el grupo de las mamas, se consideraron los
siguientes pardmetros poblacionales: la edad,
el nimero de partos y el numero de abortos;
en el caso de los bebés, género, peso y talla.
Esto con el fin de ver si alguno de ellos
podria influir en la presencia de los
rearreglos; sin embargo, ninguno de ellos fue
significativo (Tabla R-3).

Aunado a lo anterior, se evalu6 la posibilidad de una asociacién entre estos eventos y la concentraciéon
detectada en suero de 15 organoclorados reportada en las mismas muestras de sangre materna y de
cordén umbilical [147]. En cada grupo, mamds y neonatos, se aplic6 la prueba de Mann-Whitney para
cada plaguicida y para la sumatoria de éstos; sin embargo, no se encontré alguna diferencia
significativa en ninguno de ellos (Tabla R-4).
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Tabla R-4. Concentracién! de 15 organoclorados (en ng/g de lipidos), y la sumatoria de éstos, detectada en las madres y neonatos
con y sin translocaciones (t) o reaarreglosde MLL ().

Plaguicida

Mamas con t/r
Media (DE?)

Mamas sin t/t
Media (DE)

Neonatos con t/r
Media (DE)

Neonatos sin t/r
Media (DE)

a-HCH
HCB
B-HCH
y-HCH
Aldrin
Heptacloro Epoxido
Oxiclordano
trans-clordano
cis-clordano
DDFE
css-nonacloro
Mirex
o-endosulfan
B-endosulfan
DTT

5.48x 102 (5.50 x 10%)
0.71x 102 (0.59 x 10?)
14.39x 107 (18.42x 10%)
5.59x 10 (5.54 x 10?)
2.16x 102 (2.42 x 10%)
31.01x 107 (10.03x 10?)
27.12 x 102(16.30x 10?)
0.03x 10 (0.07 x 10?)
0.06x 102 (0.08 x 10?)
4.95% 107 (4.38x 10?)
0.06 x 10 (0.08 x 10?)
0.13x 102 (0.14 x 10?)
1.22x 10%(0.73 x 10%)
0.57x 102 (0.33x 10?)
1.16x 102 (1.06 x 102)

4.64x 107 (3.32x 10?)
0.63% 102 (0.22x 10?)
17.77x 102 (12.52x 10?)
4.37x 107 (2.94x 10?)
3.94x% 102 (2.27x 10?)
43.61x 107 (21.74x 10?)
18.98x 102 (16.71x 10
0.06x 102 (0.08x 10%)
0.10x 102 (0.08 x 10?)
947 x 107 (14.14% 107)
0.09x 102 (0.10x 102)
0.18x 102 (0.13 x 102)
1.65x 107 (1.25 x 102)
1.14x 10 (1.20 x 10?)
2,57 x 102 (2.95 x 102)

15.28x 10 (7.68 x 10?)
1.63x 10% (1.04x 10%)
30.45x 10%(17.34x 10%)
13.48x 102 (10.69x 10?)
7.80% 102 (5.07 x 10?)
8853 x 107 (58.25x 10?)
19.35x 102 (21.27x 102)
0.27x 10 (0.46 x 10?)
0.34x 10 (0.48 x 10?)
5.13% 107(9.22 % 10%)
0.43x 10 (0.46 x 10?)
0.38x 102 (0.46 x 10?)
457x10%(5.23x 10%)
5.83x 107 (7.04x 10)
2.97x 102 (3.82 x 109

23.53x 102(36.32x 10%)
1.51x 10?(0.53 x 10?)
33.19.x 107 (25.83x 10%)
10.75x 102 (6.07 x 10?)
16.74x 10 (27.97 x 10?)
89.85x 102 (39.03x 10%)
18.36x 10 (18.10x 10?)
0.13% 10% (0.17 x 10?)
0.21x 107 (0.19 x 10?)
3.72% 107 (4.44 x 10?)
0.27x 102 (0.26 x 10?)
0.30 % 102 (0.24 x 10?)
4.00x 10%(3.30x 10%)
3.16% 10? (3.58 x 10?)
5.10x 102(6.50 x 102)

Sumade los
Organoclorados

94.66x 107 (24.62x 10?)

109.23x 10%(45.21x 10?%)

169.97 x 10?2 (124.43x 10?)

210.80x 107 (78.55 x 10%)

1Los datos de concentracion fueron obtenidos de un estudio previo [147].

! DE: Desviacién Estandar.
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DISCUSION

En los ultimos afios, se ha registrado un incremento en la incidencia de Leucemia en nifios menores de
15 afios en diversos paises [149-153] incluyendo México [14]. Sumado a esto, se ha reportado que la
exposicién a plaguicidas durante la etapa prenatal (a través de la madre) y/o postnatal (leche materna,
exposicién directa) puede ser un factor de riesgo a desarrollar este tipo de cancer [127, 130, 133, 134],
asociacién que también ha sido encontrada con insecticidas en nuestro pais [152]. Por tal motivo, en el
presente trabajo se plantea la posibilidad de detectar este riesgo mediante un posible biomarcador de
efecto temprano antes de que se manifieste clinicamente la enfermedad. Para ello se utilizd, como
biomarcadores de riesgo temprano, la deteccién de los transcritos de tres translocaciones, TEL-AMLI,
AMLI1-ETO y MLL-AF4, eventos que han sido propuestos como eventos tempranos en el desarrollo de
la Leucemia en infantes y nifios [29, 43], en un grupo de 49 recién nacidos expuestos prenatalmente a
organoclorados. Ante la imposibilidad de obtener muestras de neonatos no expuestos a estos
compuestos, en condiciones socioecondmicas similares, y suponiendo que las translocaciones a evaluar
son especificas de un proceso leucemogénico, se utilizaron como grupo control, muestras de las mamas
de los bebés recién nacidos evaluados en el estudio, considerando que aun cuando las madres se
encontraban expuestas a los plaguicidas de forma crénica, no presentaban un diagnoéstico clinico de
Leucemia al momento de la toma de muestra. Ademas, en el estudio se incluyeron sélo los partos que
no presentaron complicaciones y mujeres sanas.

Para poder realizar la discusién de los resultados, se ha decidido dividirla en dos partes, la primera
comprenderd el andlisis de los transcritos encontrados y la segunda, su papel como biomarcadores de
efecto temprano ante una exposicién a organoclorados.

ANALISIS DE LOS TRANSCRITOS ENCONTRADOS

Antes de iniciar esta parte de la discusion es necesario aclarar lo siguiente: Al realizar el analisis de los
transcritos, la informacién obtenida s6lo permite conocer, de forma indirecta, los intrones que estdn
involucrados en la translocacién debido a que pueden identificarse los exones de los genes fusionados
en el producto amplificado, no asi el punto exacto de ruptura. También es importante hacer énfasis
con respecto a la estructura y nomenclatura de algunos de los genes involucrados (7EL, AMLIy ETO),
ya que con el tiempo estas caracteristicas se han ido modificando como consecuencia de un constante
refinamiento en el conocimiento de sus secuencias; esto a su vez, ha generado discrepancias entre las
publicaciones que evalian al mismo gen y a sus sitios de rompimiento, por lo que es importante que, al
revisar esta informacidn, se tenga en cuenta la fecha de publicacién y la base de datos consultada, ya
que, si bien la nomenclatura cambia, los puntos de rompimiento no.

Transcrito TEL-AML1

Actualmente se sabe que la translocaciéon (12;21)(p13;q22), evento que genera la fusién de los genes
TEL y AMLI, entre el intrén 5 de 7EL y el intrén 2 (anteriormente reportado como intrén 1) de
AMLI (28, 72-74, 85, 102, 103], con algunas excepciones en AMLI, donde se ha reportado la
participacién del intrén 1 (anteriormente region -1 del gen) [102] o del intrén 3 (antes, intrén 2) [85,
103].
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En el presente estudio se detectd la presencia del transcrito TEL-AMLI1 en una sola muestra materna,
en dos de las tres reacciones. Ambas réplicas presentaron la misma secuencia por lo que, asumiendo
que se trataba de una misma clona, sélo se analizé una de ellas para identificar los intrones
involucrados en el evento de translocacién. El transcrito estd formado por el exén 5 de TEL
(NM_001987.4) [148] y por los exones 3 y 4b de AML1 (NM_001754.4) [148] (ver Resultados, Figura
S-4), lo que sugiere que en el gen 7FZ, el rompimiento se llevé a cabo en el intrén 5, mientras que en
AMLI ocurrié en el intrén 2, resultado que concuerda con el control positivo (ver Resultados, Figura

S-1) y con otros estudios donde también se reporta la deteccion de la translocacién mediante el uso de
(RT)-PCR [72, 74, 82, 154].

Transcrito AML1-ETO

Como en el caso anterior, en la translocacién (8;21)(q22;q22), causante de la fusiéon de los genes
AMLI-ETO, se han identificado las regiones que participan en el rearreglo. En el gen AMLI se han
reportado puntos de rompimiento a lo largo del intrén 6 (llamado anteriormente intrén 5), mientras
que en E70O estos puntos se localizan principalmente en el intrén 2 (antes intrén 1b) [28, 89, 110], y
en menor frecuencia, a lo largo del intrén 3 (antes 1a) [28, 110].

En este trabajo se detect6 la amplificacion del transcrito de esta translocacion en, al menos, uno de los
triplicados de siete muestras, dos maternas y cinco de infantes; sin embargo, sélo tres reacciones
pudieron ser reamplificadas y secuenciadas, las dos muestras maternas y una de un bebé. En las madres
se encontro que el transcrito estaba integrado por los exones 5 y 6 de AML1 (NM_001001890.2) [148]
y por una parte del exén 4a de ETO (NM_175635.1) [148] en donde, en ambos casos, hubo una
ausencia de 254 nucledtidos de este exdn (ver Resultados, Figuras S-5 y S-6). Esta informacién
permitié conocer que uno de los rompimientos debi6é presentarse en el intrén 6 de AMLI vy, el
segundo dafo, dentro del exén 4a de ETO; esto ultimo serd discutido mds adelante. Por otra parte, en
el transcrito del bebé, se identificaron los exones 5 y 6 de AML1 seguidos del exén 4b de ETO
(NM_175636.1) [148] (ver Resultados, Figura S-7), de tal modo que se puede establecer el primer
rompimiento en el intrén 6 de AML1 vy, el segundo, en el intrén 3 de ETO, informacién que coincide
con los reportado en estudios con DNA [28, 110].

Con la secuenciacién de diversas translocaciones asociadas a Leucemia y que conllevan la formacién
de genes quiméricos, se ha propuesto que el rompimiento debe de ocurrir dentro de los intrones, de tal
modo que, al quedar intactos los exones, el gen fusionado se puede transcribir a una proteina
quimérica [27, 43]. Este postulado se ve reforzado con lo aqui reportado, tanto para el transcrito de
TEL-AML1, como para el transcrito de AML1-ETO detectado en uno de los bebés, ya que en ambos
casos se determind que los rompimientos ocurrieron en regiones intrénicas. Sin embargo, también
existen excepciones a lo anterior, ya que se han registrado pares de genes fusionados y funcionales
donde el punto de rompimiento en uno de los genes involucrados se localiza dentro del ex6n, por
ejemplo las translocaciones MLL-AF15Q14, MLL-PPM1G, MLL-KIAA1239 [54, 62] y, como se reporta
en el parrafo anterior, en dos de los transcritos identificados en este estudio.
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Transcrito MLL-AF4

Este evento fue el mas interesante dentro de nuestro estudio debido a que al realizar la (RT)-PCR se
observo la amplificaciéon del “transcrito” de esta translocacién en varias muestras presentando un
tamafo similar al del control positivo. Sin embargo, la secuencia de cada muestra reveld la ausencia
del gen AF4 y, mas aun, se encontré que el gen MLL presentaba un evento de inversidn, lo que se
presentd tanto en las muestras maternas (ver Resultados, Figuras S-8, S-10 y S-12) como en las
neonatales (ver Resultados, Figuras S-9, S-11 y S-13), excepto en uno (ver Resultados, Figura S-14).

La inversion pudo ser detectada debido a los oligonucleétidos que se utilizaron para identificar la
presencia del transcrito MLL-AF4. Siguiendo el método de Pallisgaard y cols. [36] se utilizaron dos
oligonucledtidos “sentido” para la amplificacién del segmento de MLL, considerando a dos de sus
intrones como candidatos en la formacién de la translocacién. El primer oligonucleétido, que se une al
exon 7, se utilizé previendo un posible rompimiento en el intrén 7 y el segundo, que se acopla al exén
9, en el caso de que este dafio se produjera en el intrén 9. Asi, al existir una inversién en el transcrito
del gen MLL, el oligonucleétido que se une al exén 9, fungié como un cebador “anti sentido”
permitiendo la amplificacién (Figura D-1). En este punto, se descartd la presencia de una posible
homologia de cada uno de los oligonucleétidos utilizados con la secuencia anti sentido del propio gen
MLL.
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Ademas, en ninguna de las secuencias se detecté algin indicio de AF4, lo que sefiala que este gen no se
encontraba en el transcrito. Teniendo en cuenta esto ultimo y el hecho de que se identificaron
inversiones en MLL, se sugiere que, probablemente, la inversién puede ser un paso previo a la
translocacién con otros genes y que, a su vez, este evento facilite la formacidn de este tipo de dafio.
Anteriormente, Teuffel y cols. [75] reportaron, en un par de gemelos con ALL y t(12;21), la presencia
de una inversién de 22 nucleétidos del gen ANMLI entre la secuencia de los genes 7ELy AMLI (Figura
D-2). Sumado a lo anterior, un estudio realizado en células del tumor de Ewing, que presenta el gen
fusionado EWS-FLI-1 como consecuencia de la t(11;22),! detect6 la presencia de pequefias inversiones
(3-8 nucledtidos) en ambos lados de la secuencia del punto de rompimiento de la translocacién,
mismas que se encontraron presentes en los genes normales £WSy FLI-1. Por lo que se propone a las
inversiones como eventos independientes y previos a la translocacién [155].

Cada una de las secuencias de las inversiones detectadas en los transcritos del gen MLL, se revisd
detalladamente con el fin de identificar las posibles regiones intrénicas y/o exdnicas en donde se
hayan producido los rompimientos previos a la inversién. En este punto es interesante mencionar que
en una de las muestras evaluadas no se encontré el exdn 8 (se detecto la secuencia ordenada del exén 7
seguida por la del exén 9), por lo que se cree que esta pérdida pudo ocurrir antes o después de la
inversion o bien, a través de un evento de splicing alternativo en el transcrito y que ha sido reportado
anteriormente en este gen [156, 157]. La revisién detallada de las inversiones puede encontrase en el
Anexo 13 de este trabajo.

Finalmente, en los estudios realizados en Leucemias, ya sea evaluando DNA o RNA mensajero, no se
ha reportado la presencia de inversiones dentro del gen ALL. Este tipo de eventos encontrados en el
presente trabajo implicaron desde una pequefia regiéon del mismo —un exén y un intrén— hasta una

! Los tumores de Ewing son un grupo de neoplasias de origen neuroectodermal que porta, en el 85% de los casos,
la translocacion caracteristica t(11;22) generando el transcrito fusionado EWS/FLI-1 codificado en el cromosoma
derivado 22 [155].
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porcién mayor del gen que incluyd a varios exones e intrones. Ademads, lo que mas destaca es el hecho
de que dichas inversiones estan siendo transcritas a RNA mensajero, por lo que cabe la posibilidad de
que se produzca una proteina alterada. Por ello, se requiere hacer mas estudios para poder conocer las
posibles implicaciones que pudiera tener este tipo de dafio para el funcionamiento celular e incluso
realizar estudios in vivo para conocer como estan evolucionando estas inversiones, esto pensando en
que pudieran ser predecesoras a eventos de translocacion.

DETECCION DE TRANSCRITOS DE LAS TRANSLOCACIONES TEL-AML1, AML1-ETO Y MLL-AF4 EN
MADRES Y RECIEN NACIDOS EXPUESTOS A PLAGUICIDAS ORGANOCLORADOS

La caracterizacién molecular de la Leucemia en infantes y nifios ha proporcionado la oportunidad para
poder investigar la historia natural de esta enfermedad mds claramente, de tal forma que las
anormalidades genéticas y cromosémicas —que son recurrentes en subtipos especificos de Leucemia—
proveen marcadores estables y tunicos (clonotipicos) para realizar un seguimiento en las células
leucémicas, siendo uno de estos marcadores las translocaciones cromosomicas [23, 43, 67]. Asi, desde
finales de los afios 90’s, diversos trabajos con gemelos idénticos (investigacion de la relacién clonal en
Leucemia concordante) y estudios retrospectivos en nifios unigénitos con Leucemia (a través del uso
de tarjetas Guthrie) demostraron que el origen de algunas translocaciones ocurre in uteroy sugirieron
la posibilidad de que éstas pueden ser eventos iniciadores o tempranos del proceso de leucemogénesis
durante la hematopoyesis fetal [43, 82]. Sumado a lo anterior, se ha propuesto que la presencia de
translocaciones, del tipo que da origen a genes quiméricos o fusionados, puede ser una consecuencia
de la exposiciébn a agentes inhibidores de Topoisomerasa II —Topoll- durante el desarrollo
embrionario, como flavonoides y plaguicidas [41, 43] o bien, que pueden ser ‘productos accidentales’
de la proliferacién celular, el estrés apoptético o metabdlico de la propia hematopoyesis [43]. Diversos
estudios epidemioldgicos han obtenido una asociacién positiva entra la exposicién a plaguicidas, con el
desarrollo de la Leucemia en infantes y nifios [122, 123], reafirmando la propuesta de que este grupo
de compuestos quimicos puede ser uno de los promotores de la formacion de translocaciones asociadas
a Leucemia [41, 43].

Analizando esta informacién desde el punto de vista de la toxicologia, se puede formular la siguiente
hipétesis: “la exposicién a plaguicidas durante el desarrollo embrionario promueve la formacién de
translocaciones asociadas a Leucemia en infantes y nifios durante la hematopoyesis fetal”. Esta teoria
permite plantear la posibilidad de que algunas translocaciones pueden ser utilizadas como posibles
biomarcadores de dafio temprano.

Para poder corroborar esta idea, en el presente trabajo se seleccionaron tres translocaciones cuyo
origen prenatal ha sido confirmado: TEL-AML1 [72-75, 82, 83, 85-87], AML1-ETO [89] y MLL-AF4
[80-82]. La presencia de estos eventos se evalu6 en muestras de linfocitos fijados de cultivos de sangre
periférica materna y de cordén umbilical de un grupo de 49 mamads y sus neonatos, respectivamente,
expuestos a plaguicidas organoclorados durante el desarrollo embrionario.

Al analizar los resultados obtenidos, se encontrd que la frecuencia de los eventos evaluados fue muy
baja, por lo que no se pudo aplicar alguna prueba estadistica que nos permitiera corroborar nuestra
hipétesis. Por ello mismo, para ver si existia alguna asociacién entre el régimen de exposicién a
plaguicidas y la presencia de las translocaciones e inversiones de MLL, tanto en las madres como en los
recién nacidos, se evaluaron ambos grupos por separado y se aplicé la prueba de Mann-Whitney. Sin
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embargo, tampoco se encontraron diferencias significativas (Resultados: Tabla R-4). Esto
probablemente se debido a que todos los individuos evaluados presentaron altos niveles de
organoclorados, incluyendo a los neonatos. Asi, a continuacion se presenta un breve andlisis sobre la
incidencia de estos rearreglos en la poblacién de estudio.

Frecuencia del Transcrito de la Translocacién TEL-AML1

En las muestras de linfocitos fijados de sangre de cordén umbilical, la presencia del transcrito de la
translocaciéon TEL-AMLI1 fue practicamente nula; por otra parte, entre las muestras maternas
inesperadamente una de ellas (2.04%) present6 este evento. Esta informacién da un posible indicio de
que aparentemente la exposicién a plaguicidas organoclorados no estd influyendo en la formacién de
este evento. Sin embargo, esto no puede ser concluyente debido a que esta es la primera vez que se
reporta la frecuencia de esta translocacién en un grupo expuesto a algun tipo de plaguicida, o bien, que
la exposiciéon ambiental haya sido caracterizada, asi como por otras posibles razones, punto que sera
retomado mas adelante.

Frecuencia del Transcrito de la Translocacién AML1-ETO

El transcrito de la translocacién AMLI-ETO se encontrd con una frecuencia del 10.2% (5/49) en las
muestras de los recién nacidos y del 4.08% (2/49) en las madres. Como se observa, la frecuencia en los
bebés fue casi 2.5 veces mas alta que en las mamads, lo que da un posible indicio de que los bebés son
mas susceptibles a presentar este tipo de eventos como consecuencia de una exposicién a plaguicidas
organoclorados. En un reporte previo, LaFiura y cols. [146] evaluaron la presencia del transcrito de
esta translocaciéon en 39 recién nacidos expuestos a propoxur (un plaguicida del grupo de los
carbamatos) y 10 no expuestos; en el estudio se encontrd una frecuencia del 20.5% (8/39) en el primer
grupo y del 10% (1/10) en el segundo. En ambos trabajos se puede observar que la tendencia es la
misma: la presencia del transcrito de la translocacién en el grupo de estudio es, al menos, dos veces
mas frecuente que en el grupo control. Particularmente en este reporte, esto tltimo es apoyado por el
conocimiento que se tiene sobre la hematopoyesis, la cual se encuentra muy activa durante el
desarrollo fetal de forma que, en esta etapa, las células sanguineas son mas susceptibles a sufrir algin
dafio genotdxico comparadas con las células de un adulto, como lo son las madres que fueron el grupo
control del presente estudio [43].

Frecuencia del Transcrito de la Translocacién MLL-AF4

A diferencia de los otros dos transcritos encontrados en la poblacién de estudio, en una primera
instancia se creyd que la translocacion MLL-AF4 estaba presente en 4 neonatos (8.16%) y 3 mamas
(6.12%). Sin embargo, la secuenciaciéon de las muestras demostré que los fragmentos amplificados
correspondian a inversiones de algunos exones del propio transcrito de MLL, como se explicé en la
primera parte de la discusion. Al realizar la caracterizacién molecular de la Leucemia, tanto en
infantes como en adultos, los estudios han revelado una gran variedad de alteraciones en este gen,
como su participacion en translocaciones cromosoémicas, la presencia de duplicaciones en tindem
dentro del mismo gen, inserciones cromosdmicas, asi como inversiones y deleciones a nivel
cromosomico que provocan la fusién del gen con otro [62]. Sin embargo, especificamente las
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inversiones encontradas en este trabajo no han sido reportadas, por lo que se desconoce si este tipo de
eventos puede tener algun papel dentro del proceso de leucemogénesis. Lo que si puede decirse es que
la deteccién de las inversiones de algunos exones del gen se suma a una larga lista de alteraciones
encontradas en él, por lo que se confirma el hecho de que AMLL presenta una alta frecuencia de
alteraciones que pueden ocurrir tanto en el feto en desarrollo como en el adulto, ademas de que se
sugiere una posible intervencion de los organoclorados en el proceso de formacion de estos eventos.

TRANSLOCACIONES ASOCIADAS A LEUCEMIA EN INFANTES Y NINOS COMO MARCADORES DE
GENOTOXICIDAD

Desde hace un par de décadas, el interés por el dafio que pueda promover la exposicién a diversos
plaguicidas se ha ido incrementando con el tiempo. Actualmente existe una gran variedad de estudios
que han evaluado su papel como posibles agentes genotéxicos a través de la evaluacidon de diversos
biomarcadores, como MN, SCE y CA principalmente, en poblaciones laboralmente expuestas y, mas
recientemente, por una exposiciéon ambiental [137-141]; en varios de ellos la asociacién ha sido
significativa; en neonatos y nifios, el estudio de la evaluacién de dafio genotéxico no ha sido la
excepcion [142-145]. Por otra parte, mds recientemente se ha planteado la posibilidad de evaluar
diversas translocaciones como biomarcadores de genotoxicidad [146, 158], misma propuesta que se
maneja en este trabajo con la primicia de que algunas de ellas han sido identificadas como marcadores
de dafio temprano y que estan particularmente asociados a la Leucemia.

En el campo de la toxicologia (1) es importante seleccionar biomarcadores que revelen una exposicién
o dafio por un compuesto dado, (2) ademds de que deben de conocerse los niveles basales del
biomarcador en una poblacién sana y/o no expuesta para poder determinar el efecto del compuesto
evaluado en la poblacién expuesta. Estos dos puntos también deben de cumplirse para las
translocaciones que han sido asociadas a Leucemia.

Diversos estudios han encontrado que, en algunos subtipos de Leucemia, la presencia de la
translocacién por si sola no es suficiente para que se desencadene el proceso de leucemogénesis, sino
que se requiere de uno o mas dafios genéticos; por ejemplo, en algunos casos de ALL con la fusién
TEL-AMLI, se ha observado la delecién del gen normal 7EL [72, 159-161]. Este conocimiento
permite considerar el hecho de que un gran nimero de individuos sanos porta translocaciones en una
clona pre-leucémica que, si bien puede estar expandida, se mantiene clinicamente silenciada [23].
Ademas, dado que la exposicién a plaguicidas, durante el desarrollo embrionario, ha sido asociada con
un incremento en el riesgo a desarrollar Leucemia en nifios, se puede suponer que la presencia de estos
eventos se verad incrementada en neonatos como resultado de una exposicion a estos compuestos. En el
presente trabajo se conté con los datos de los niveles de exposicién a plaguicidas y con los de
frecuencia de las translocaciones que fueron evaluadas, por lo que estos eventos podrian ser un
biomarcador de exposicién a estos compuestos, cumpliendo asi el primer punto establecido en el
parrafo anterior.

Lamentablemente, en lo relativo al conocimiento de las frecuencias basales en individuos sanos hay
una carencia de informacidn, pues sélo existen muy pocos reportes de la busqueda de estos marcadores
en neonatos e incluso en adultos sanos (Tabla D-1) y, en ninguno de los casos se ha realizado una
continuidad de los estudios.
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Utilizando la informacién presentada en la tabla y la obtenida en este estudio, se podria llevar a cabo
una rapida comparacion entre las frecuencias reportadas previamente vs las obtenidas aqui.

TEL-AMLI. Anteriormente se comento la posibilidad de que no exista una relacién entre la exposiciéon
a organoclorados y la presencia de esta translocacién. Tanto en los neonatos como en las madres, esta
suposicion se ve reforzada por lo reportado anteriormente en individuos sanos, utilizando la técnica de
(RT)-PCR: mientras que en bebés, dos estudios sefialan una frecuencia del 1% [162] y del 1.5% [154],
en adultos sélo un estudio ha reportado una frecuencia del 4% [154].

AMLI-ETO. Se planted su posible asociacion con la exposicion a organoclorados, idea que es reforzada
por el estudio de LaFiura y cols. [146], encontrando en ambos trabajos, el doble de la frecuencia de los
transcritos a comparacién con el grupo control. Aunado a esto, previamente Mori y cols. [162]
reportaron que la presencia del transcrito de esta translocacién, en muestras de cordén umbilical de
neonatos sanos, es practicamente nula (1/496 muestras) de modo que, considerando este trabajo, se
fortalece atin mas la idea de que la exposicién a plaguicidas puede estar promoviendo la formacién de
estos eventos.

MLL-AF4. En una primera instancia, en el presente trabajo se puede concluir que, al igual que el
transcrito de TEL-AML1, MLL-AF4 no tiene una aparente asociaciéon con la exposiciéon a
organoclorados debido a que no se detectd su presencia en las muestras evaluadas. Previamente tres
estudios reportaron la ausencia de este transcrito en muestras de cordén umbilical de bebés sanos [165,
166], de higado fetal [166] y recientemente, en linfocitos de sangre periférica de adultos [167]. Sin
embargo, en este estudio se detectd la presencia de transcritos correspondientes a inversiones dentro
de MLL, eventos que no han sido reportados en estudios con poblacién abierta, con algin tipo de
exposicidén o bien, asociados a Leucemia, por lo que se desconoce a) si estos eventos puedan estar
relacionados con la exposicién a plaguicidas organoclorados u otro tipo de téxicos y b) si tienen algin
papel dentro del proceso de leucemogénesis.

Aun cuando la informacién con referencia a la evaluacién de translocaciones asociadas a Leucemia en
poblaciones abiertas y en poblaciones expuestas a plaguicidas es escasa, los pocos estudios que existen
han permitido establecer un primer acercamiento para emplear este tipo de dafilo como biomarcadores
de riesgo temprano al desarrollo de Leucemia Aguda en infantes y nifios, principalmente la
translocaciéon AML1-ETO.
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Relevancia de evaluar Translocaciones Asociadas a Leucemia en Muestras Neonatales

Como punto adicional, uno de los motivos por los cuales se estudiaron las translocaciones TEL-AML1,
AML1-ETO y MLL-AF4, es la importancia que tienen estos eventos dentro del riesgo a desarrollar
Leucemia en un grupo de edad tan susceptible como lo son los infantes y nifios. Las translocacién TEL-
AMLI se detecta en cerca del 20-25% de todos los casos de nifios con ALL, mientras que en adultos es
menor al 4.4% [168-170]. Caso similar ocurre con MLL-AF4 cuya presencia es de aproximadamente el
50% de los casos de ALL; sin embargo, en nifios esta frecuencia disminuye al 2% y en adultos tiene
una representatividad de poco mas del 7% [171]. Si se toma en cuenta lo anterior y los reportes que se
han llevado a cabo en poblacién sana en donde se han reportado en una baja frecuencia ambos
transcritos, tanto en recién nacidos y nifios como en adultos [154, 162, 165-167] con algunas
excepciones [164], entonces se puede suponer que ante una exposicién a un compuesto que promueva
la formacidén de estos eventos, el riesgo serd mayor en infantes y nifios en comparacién con los adultos.
Esto probablemente ocurra por el papel que tienen los genes involucrados en las translocaciones
durante la hematopoyesis fetal y por ello es necesario identificar los posibles agentes que favorezcan su
origen.

Distinto a lo anterior, la translocaciéon AMLI-ETO tiene una representatividad similar en nifios y
adultos (8-10% de todos los casos de AML) [28], por lo que se esperaria que el riesgo sea similar en
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ambos grupos de edad si se identifica este dafio en poblacién sana. Sin embargo, la diferencia se daria
ante una exposicién a compuestos que promuevan este dafio, ya que a diferencia de las dos
translocaciones anteriores, se ha observado que la frecuencia del transcrito en poblacién sana es mayor
ante la exposicién a ciertos compuestos, especificamente a plaguicidas [146] y mds adn, el presente
trabajo demuestra que el dafio es mayor en neonatos que en adultos, por lo que el riesgo se incrementa
en el primer grupo ante una exposicion a estas sustancias.

Asi, mientras que la importancia del estudio de dos translocaciones (TEL-AML1 y MLL-AF4) radica en
su alta representatividad dentro de todos de leucemias en infantes y nifios, la significancia del estudio
de la tercera (AML1-ETO) se basa en la susceptibilidad que se genera ante una exposicién a agentes
genotoxicos.

Finalmente, para concluir esta parte, importante sefialar que, debido a que en este trabajo s6lo se estan
evaluando linfocitos fijados, es posible que se estén subestimando los resultados aqui presentados. Esto
se debe a que al analizar sélo un tipo celular particular, se estin dejando de lado a los otros grupos
celulares y es bien sabido que las tres translocaciones que se estan estudiando, pueden estar presentes
tanto en células precursoras, como en células ya diferenciadas de los distintos linajes [43, 172].
Anteriormente se comentaba la ausencia del transcrito de TEL-AMLI1; esta translocacidon es
caracteristica de la ALL cuyas células son precursoras del linaje B. Si la exposicién a plaguicidas
organoclorados favorece la presencia de este tipo de dafio, y dicho evento se estd generando en células
precursoras seria dificil detectarlo en las muestras evaluadas, mas no imposible, ya que tuvimos un
caso positivo, lo que reafirma la idea de que una clona portadora de una translocacién puede seguir
creciendo y diferencidndose sin afectar a su portador [43].

Recomendaciones para estudios posteriores.

Como se ha venido manejando a lo largo de este trabajo, la intencion inicial del estudio fue plantear la
posibilidad de utilizar la deteccién de translocaciones asociadas a Leucemia como biomarcadores de
dafio temprano ante una exposicién a plaguicidas, especificamente organoclorados. Sin embargo, al
ser al mismo tiempo el primer estudio de este tipo que se realiza en México y, el segundo a nivel
internacional [146] se han detectado diversos puntos a considerar para la elaboracién de futuros
estudios.

(a) Deteccion de translocaciones asociadas a Leucemia en una poblacion abierta no expuesta.

La determinacién de las frecuencias de translocaciones asociadas a Leucemia en infantes y nifios,
dentro de poblaciones abiertas no expuestas (o con bajos niveles de exposicién) a compuestos que han
sido relacionados con el riesgo a Leucemia en estos dos grupos, es un factor importante para poder
establecer si los valores encontrados en poblaciones expuestas a plaguicidas tienen relevancia.
Anteriormente, se hizo una comparacion entre los reportes, en individuos sanos, de las frecuencias de
las tres translocaciones evaluadas en el estudio. Sin embargo, también se encontraron estudios en
donde la frecuencia de estos eventos era muy elevada: Basecke y cols. [163] reportaron una frecuencia
del 40% para el transcrito AML1-ETO en muestras de cordén umbilical, mientras que Uckun y cols.
[164] reportaron valores del 17 al 38% para MLL-AF4 dependiendo del tipo de muestra evaluada. En
el primer caso, la frecuencia de AMLI-ETO es dos y cuatro veces mas elevada que la reportada por
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LaFiura y cols. [146] y por este estudio, respectivamente; mientras que en el segundo caso, ningtin otro
estudio habia detectado la presencia de MLL-AF4 incluyendo el presente. No se puede saber si los
casos positivos fueron una consecuencia de algun tipo de exposicidn a agentes genotdxicos, ya que los
autores no reportan informacién alguna con respecto al ambiente que rodea a los recién nacidos (estilo
de vida de los padres, actividad econémica, etc.). Estas diferencias tan drasticas resaltan la importancia
de considerar todos los factores que puedan influir en el resultado por que si bien, en todos los
estudios en poblacion abierta se han evaluado muestras de recién nacidos sanos, la informacién
proporcionada con respecto a factores ambientales es nula y s6lo uno de los estudios hace hincapié en
que algunas muestras fueron evaluadas para corroborar la ausencia de células leucémicas [164].

(b) Muestra evaluada

Todos los antecedentes previos a este trabajo han evaluado la presencia de las translocaciones en
muestras de tejido, ya sea médula 6sea o higado fetal, sangre entera de cordén umbilical o linfocitos de
sangre periférica. A diferencia de ello, en el presente estudio lo que se empled fueron cultivos de
linfocitos fijados en Carnoy, siendo el primero de su tipo en utilizar el RNA de este tipo de muestra
para llevar a cabo una (RT)-PCR. Los resultados obtenidos aqui, nos sefialan que la estabilidad del
RNA se estd conservando dentro de esta solucién fijadora y que este tipo de muestras podria ser
empleado para la busqueda de translocaciones en muestras preservadas de estudios de epidemiologia
molecular.
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CONCLUSIONES

No se encontrd una asociacién entre la presencia del transcrito de TEL-AMLI1 y los niveles de
organoclorados.

Se observo que la presencia del transcrito de AMLI-ETO fue dos veces mayor en recién
nacidos en comparaciéon con las madres, lo que sugiere que la exposicién a plaguicidas
organoclorados podria tener un efecto en la formacién de esta translocacién durante la
hematopoyesis fetal.

No se detect6 el transcrito de MLL-AF4; sin embargo, se encontrd la presencia de inversiones
en MLL, dafio que se encontraba principalmente en los exones 7-10. Esta es la primera vez que
se reporta este tipo de rearreglos en MLL, por lo que se desconoce su papel dentro del proceso
leucemogénico.

Se sugiere que la formacién de inversiones en MLL es promovida por la formacién de
organoclorados, aunque se requiere investigar mas a fondo.

La presencia de translocaciones y rearreglos de MLL en las muestras maternas, puede
atribuirse a una exposicion crénica a organoclorados, lo que sefiala que en adultos, la deteccién
de algunas translocaciones asociadas a Leucemias en infantes y nifios no es un indicativo de un
incremento en el riesgo a este cdncer; sin embargo, en nifios es necesario realizar un
seguimiento.
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ANEXO 1

Clasificacién de la Organizacién Mundial de la Salud de las enfermedades Hemato-oncolégicas. Fuente: WHO

[2].

Codigo Nombre de la Neoplasia
Cc91 Leucemia Linfoide
Cc91.0 Leucemia Linfobliéstica Aguda
Incluye: Cédigos de morfologia M982, M9940-M9941 con el cédigo de comportamiento /3
Excluye Exacerbacion Aguda de la Leucemia Linfocitica Crénica (C91.1)
C91.1 Leucemia Linfocitica Crénica
c912 Leucemia Linfocitica Sub-aguda
C913 Leucemia Prolinfocitica
Cco14 Leucemia de las Células “Peludas”
Reticuloendoteliosis Leucémica
Cc915 Leucemia de células T en Adultos
Cc91.7 Otras Leucemias Linfoides
c919 Leucemia Linfoide, no especifica
C92 Leucemia Mieloide
Incluye Leucemia:
* granulocitica
* mielégena
cédigos de morfologia M986-M988, M9930 con cédigo de comportamiento /3
C920 Leucemia Mieloide Aguda
Excluye-Exarcebacion Aguda de la Leucemia Mieloide Crénica (C92.1)
c921 Leucemia Mieloide Cronica
922 Leucemia Mieloide Sub-aguda
C923 Sarcoma Mieloide
Cloroma
Sarcoma Granulocitico
C924 Leucemia Promielocitica Aguda
C925 Leucemia Mielomonocitica Aguda
C927 Otras Leucemias Mieloides
C929 Leucemnia Mieloide, no especifica
c93 Leucemia Monocitica

Incluye:Leucemia Monocitoide
Cédigo de morfologia M989 con cédigo de comportamiento /3

(continiia)
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Codigo

Nombre de la Neoplasia (Cont.)

C93.0

C93.1
C932
C93.7
c939

Co4

C940

Co41

C942

C943
C944
C945
Cc94.7

C95

C95.0

C95.1
C952
C95.7
Cc959

Leucemia Monocitica Aguda

ExcluyeExacerbacién Aguda de la Leucemia Monocitica Crénica (C93.1)
Leucemia Monocitica Crénica

Leucemia Monocitica Sub-aguda

Otras Leucemias Monociticas

Leucemia Monocitica, no especifica

Otras leucemias de tipo celular especifico

Incluye: cédigos de morfologia M984, M9850, M900, M9910, M9921-M9932 con cédigo de

comportamiento /3

ExcluyeReticuloendoteliosis Leucémica (C91.4)
Leucemia de Células de Plasma (C90.2)

Eritranemia Aguday Eritroleucanemia

Mielocis Eritraemica Aguda

Enfermedad de Di Guglielmo

Eritraemia Cronica

Enfermedad Heilmeyer-Schoner

Leucemia Megacariobldstica Aguda

Leucemia:

* Megacariobldstica (aguda)

* Megacariocitica (aguda)

Leucemia de Célula Mistil
Panmielosis Aguda
Mielofibrosis Aguda

Otras Leucemias Especificas
Leucemia Celular Linosarcoma

Leucemia de tipo celular inespecifico
Incluye: cédigo de morfologia M980 con cédigo de comportamiento /3

Leucemia Aguda de tipo celular inespecifico
Leucemia de Célula Méstil
Leucemiade Célula Troncal
Excluye:exarcebacion aguda de la Leucemia no especifica Crénica

Leucemia Crénica de tipo celular inespecifico
Leucemia Sub-aguda de tipo celular inespecifico
Otras Leucemias de tipo celular inespecifico
Leucemia, inespecifica
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ANEXO 2

Reporte de casos nuevos de cancer (en ambos sexos y en todas las edades) y, particularmente de Leucemia, a
nivel mundial en 2008. Fuente: GLOBOCAN 5].

A. Primeros 15 tipos de cdncer con mayor nimero de casos nuevos reportados a nivel mundial en 2008. Se
incluyen los registros de cdncer de Mama y de Préstata.

B. Primeros 20 paises con mayor ntimero de casos nuevos de Leucemia reportados en 2008.

C. Primeros 15 tipos de cdncer con mayor ntimero de casos nuevos en México reportados en 2008.
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ANEXO 3

Clasificacién Internacional del Cancer en Nifios, tercera edicién: Clasificacién Principal. Fuente: Steliarova-
Foucher y cols. [15].

Cddigo (s) ICD-0-3
Grupo Diagnéstico Morfologia Topografia
I. Leucemias,
enfermedades mieloproliferativas
y enfermedades mielodisplasicas
a. Leucemias linfoides 9820, 9623, 9826, 9827, 9831-9837, 9940, 9948
b. Leucemiasmieloides agudas 9840, 9861, 9866, 9867, 9870-9874, 9891, 9895-9897, 9910,
9920, 9931
c. Enfermedades mieloproliferativas 9863, 9875, 8878, 9050, 9960-9064
cronicas
d. Sindrome mielod.ispl:isico 9945, 9946, 9975, 9980, 9982-9987, 9980
y otras enfermedades
mieloproliferativas
e. Otrasleucemias especificadasy 9800, 9801, 9805, 9850, 9930
no especificadas
II. Linfomasy neoplasias
reticuloendoteliales
a. Linfomas Hodgkin 9650-9655, 9659, 9661-0665, 9667
b. Linfomasno Hodgk]_u (EXCEPT,O 9591.9670, 9671, 9673, 9675, 9678-9680, 9684, 9689-9601,
: : 9695, 9698-9702, 9705, 9708, 9709, 9714, 9716-9719, 9727-
hitande Bern) 9729, 97310734, 9760-9762, 9764-9769, 9970
c. Linfoma de Burkitt 9687
d. Varias neoplasias 9740-9742, 9750, 9754-9758
linforreticulares
e. Linfomas no especificados 9590, 9596
ITI. CNS y varias neoplasias
intraespinales e intracraneales
a. Ependimomas y tumores de los 9383, 9380-9304°
plexos coroideos
b. Astrocitomas 9380 c723
9384, 9400-9411, 9420, 9421-0424 9440-0447
c. Tumoresembrionarios 9470-9474, 9480, 9508°
9501-9504° C70.0-C729

intraespinalese intracraneales

d. Otros gliomas 93802 C70.0-C72.2 C72.4C720,C75.1,C75.3
0381, 0382, 9430, 9444, 9450, 9451, 9460

e. Otras neoplasias jntra_espj_uales e 8270-8281, 8300, 9350-9352, 9360-9362, 9412, 9413,9402,

bR asles especiﬁcadas 9493, 9505-9507, 9530-9539, 9582

£ Neoplasias ]'_ﬂtraespi_nales e 8000-8005° C70.0-C729,C751C753
intracraneales no especificados

IV. Neuroblastoma y otros tumores
de células nerviosas periféricas

a. Neuroblastomay 9490, 9500

ganglioneuroblastoma (contintia)
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(Cont.)
Grupo Diagnéstico

b. Otros tumoresde células
nerviosas periféricas

V. Retinoblastoma

VI. Tumores renales

a. Nefroblastoma y otros tumores
renalesno epiteliales

b, Carcinomas renales

c. Tumoresrenales malignos no
especificados
VII. Tumores hepaticos
a. Hepatoblastoma

b. Carcinomas hepaticos

c. Tumoresheparicos malignos no
especificados

VIII. Tumores del hueso malignos
a. Osteosarcomas

b. Condrosarcomas

c. Tumor de Ewing y sarcomas
relacionados de hueso

d. Otros tumores de hueso malignos

especificados

e. Tumores de hueso malignos no
especificados

IX. Tejidos blandos y otros sarcomas
extradseos
a. Rabdomiosarcoma

b. Fibrosarcomas, tumores de la
vaina del nervio periférico y
otras neoplasias fibrosas

c. Sarcoma de Kaposi

d. Otros sarcomas de tejidos
blandos especificados

Cddigo (s) ICD-0-3
Morfologia Topografia
8680-8683, 86090-8693, 8700, 9520-8523
9501-9504 C00.0-C69.9,C73.9C76.8,C80.9
9510-9514

8958, 8960, 8064-8967
8063, 9364

8010-8041, 8050-8075, 8082, 8120-8122, 8130-8141, 8143,
8155, 8190-8201,8210, 8211, 8221-8231, 8240, 8241, 8244-
8246, 8260-8263,8290, 8310, 8320, 8323, 8401, 8430, 8440,
B8480-8490, 8504, 8510, 8550, B560-8576

8311, 8312, 8316-8319, 8361

8000-8005

8970

8010-8041, 8050-8075, 8082, 8120-8122 8140, 8141, 8143,
8155, 8190-8201,8210, 8211, 8230, 8231, 8240, 8241, 8244-
8246, 8260-8264,8310, 8320, 8323, 8401, 8430, 8440, 8480-
8490, 8504, 8510, 8550, 8560-8576

B160-8180

8000-8005

9180-9187, 9191-9195, 9200

9210, 9220, 8240
9221, 8230, 9241-9243

9260
9363-9365

8810. 8811, 8823, 8830
8812, 9250, 9261, 9262, 9270-9275, 92809282, 6290, 9300-
9302, 9310-8312,9320-8322, 9330, 9340-9342, 93708372

8000-8005, 8800, 8801, 8803-8805

8900-8905, 8910, 8912, 8920, 8991

8810, 8811, 8813-8815, 8821, 8823, 8834-8835
8820, 8822, 8824-8827, 9150, 9160, 9491, 9540-9571, 9580

9140

8587, 8710-8713, 8806, 8831-8833, 8836, 8840-8842, 8850-
8858, 8860-8852,8870, 8880, 681, 8890-8898, 8921, 8982,
8990, 5040-9044, 91209125, 9130-9133, 9135, 9136, 9141,
6142, 9161, 9170-9175, 9231, 9251, 9252, 9373, 9581

8830

8963

9180, 9210, 9220, 9240
9260

C64.9

C64.9

C64.9

C220,C221

C22.0,C221

C40.0-C41.9,C76.0,C76,8,C80.9
C40.0-C41.9,C76.0-C76.8,C80.9

C40.0-C41.9,C76.0-C76.8,C80.9
C40.0-C41.9

C40.0-C41.9

C40-0-C419

C00.0-C39.9,C44.0C76.8,C90.9

C00.0-C39.9,C44.0-C76 8, C80 9

C00.0-C63 9, C65.9-C80 9,C73.9-CT6.8,
C80.9

C49.0-C499

CO00.0-C39.9,C47.0-C/5.8

(contintia)
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(Cont.) Cédigo (s) ICD-0-3
Grupo Diagnéstico Morfologia Topografia
d. Otros sarcomas de tejidos 9364 C00.0-C39.9, C47.0-C63 9,C659-C699,
bland ficad . C739-C76.8,C809
andos especificados (cont.) 9365 C00.0-C39.9, C47.0-C63 9,C659-CT6 8,
80,9
8800-8805 C00 0-C39 9, C44 0-

e. Sarcomas de tejidos blandos no
especificados

X. Tumores de células germinales,
tumores trofobldsticosy
neoplasias de génadas

a. Tumores de células germinales
intraespinales e intracraneales

b. Tumores de células germinales
extragonadalesy extracraniales
malignos

c. Tumoresde células germinales
gonadales malignas

d. Carcinomas en génadas

e. Tumores en gonadasmalignos
no especificos y otros

XI. Otras neoplasias epiteliales
malignas y melanomasmalignos

a. Carcinomas de la corteza
suprarrenal

b. Carcinomas de tiroides

c¢. Carcinomas nasofaringeos

d. Melanomas malignos

e. Carcinomas de piel

f. Carcinomas no especificadosy
otros

XII. Neoplasiasmalignas no

especificadas y otras

a. Otros tumores malignos
especificados

b. Otros tumores malignos no
especificados

9060-9085, 9070-9072, 9080-0085, 2100, 9101°

9060-9065, 9070-9072, 9080-9085, 8100-9105

9060-8085, 9070-8073, 9080-8085, 9090, 9091, 9100, 9101

8010-8041, 8050-8075, 8082, 8120-8122, 8130-8141, 8143,
8190-8201,8210,8211, 8221-8241, 8244-8246, 8260-8263,

8290, 8310, 8313, 8320, 8323, 8360-83684, 8430, 8440, 8480-

8490, 8504, 8510, 8550, 8560-8573, 9000, 9014, 9015
8441-8444, 8450, 8451, 8460-8473

8590-8671
B8000-8005

8370-8375

8010-8041, 8050-8075, 8082, 8120-8122, 8130-8141, 8190,
8200, 8201, 8211, 8230, 8231, 8244-8246, 8260-8263, 8290,
8310, 8320, 8323, 8430, 8440, 8480, 8481, 8510, 8560-8573

8330-8337, 8340-8347, 8350

8010-8041, 8050,-8075, 8082, 8083, 8120-8122, 8130-8141,
8190, 8200, 8201, 8211, 8230, 8231, 8244-8246, 8260-8253,
8290, 8310, 8320, 8323, 2430, 8440, 8480, 8481, 8500-8576

§720-8780, 8790
8010-8041, 8050-8075, 8078, 8082, 8090-8110. 8140, 8143,

8147, 8190, 8200, 8240, 8246, 8247, 8260, 8310, 8320, 8323,

8390-8420, 8430, 8480, 8542, 8560, 8570-8573, 8940, 8941

8010-8084, 8120-8157, 6190-8264, 8290, 8310, 8313-8315,
8320-8325. 8360, 8380-8384, 8430-8440, 8452, 8454, 8480-
8586, 8568-8580. 8040, 8941, 8983, 9000, 9010-8016, 9020,
9030

8030-8936, 8250, 8951, 8971-8981, 9050-9055, 9110
9363

8000-8005

C76.8

C70.0-C72.9,C751C75.3

C00.0-C55.9,C57.0- C61.8,C63.0-C69.0,
C73.8-C75.0,C75.4-C76.8,C80.9

C56.9, C62.0-C629

C56.9, C62,0-C62.9

C56.9, C62.0-C629

C73.9

C11.0-c11.9

C44.0-C449

C00.0-C10.9,C12.9C21.8,0238-C399,
C48.0-C48.8,C50.0-C55.9,C57.0C61.9,
C63.0-C63.9,C65.9-C72.9.C75.0C76.8,
ce0s9

C00.0-C39.9,.C47.0C75.8

C00.0-C21.8,C239-C399,C420-C55.9,
C57.0-C61.9,C63.0-C63.9,C65.9-C69.9,
Cr39-Cr5.0,C754-C80.9

1CD-0-3 Clasificacién Internacional de Enfermedades para Oncologia, tercera edicion; CNS: Sistema Nervioso Central
= Tumores con sobrevivencia no maligna estan incluidos para todos los codigos de morfologiaenla linea
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ANEXO 4

Clasificacién de las Leucemias Crénicas. Fuente: Shinton; editor [50].

Nombre de la Neoplasia

Nombre de la Neoplasia

Desdrdenes Mieloproliferativos Crénicos
Leucemia Mieloide Cronica (CML)
Leucemia Mieloide Crénica Atipica
Leucemia Neutrofilica Crénica
Leucemia Eosinofilica Cromnica / Sindrome
Hipereosinofilico
Leucemia Mielomonocitica Crénica
Leucemia Mielomonocitica Juvenil
Leucemia de Mastocitos
Policitemia Vera
Mielofibrosis Idiopatica Crénica
Trombocitemia Esencial
Enfermedades Mielodisplasicas / Mieloproliferativas,
inclasificables
Desérdenes Linfoproliferativos Crénicos
Neoplasias de células B maduras
* Leucemia Linfocitica Crénica/Linfoma Linfocitico
Pequeiio
* Leucemia Prolinfocitica de células B
* Linfoma Linfoplasmocitico
* Linfoma de la Zona Marginal Esplénica (del Bazo)
* Leucemia de Células Peludas
* Leucemia de Céhilas Plasmaticas
* Plasmacitoma Solitario del Hueso o Plasmacitoma
Oseo Solitario
* Plasmacitoma Extradseo
* Linfoma de Células B de la Zona Marginal
Extranodal de Tejido
Linfoide asociado a Mucosas (Linfoma MALT)
* Linfoma de Células B de la Zona Marginal Nodal
* Linfoma Folicular
* Linfoma de Células del Manto
* Linfoma Difuso de Células B grandes
* Linfoma Mediastinico (timo) de Células B grandes
* Linfoma Intravascular de Células B grandes
* Linfoma de Efusién Primaria
* Leucemia / linfoma de Burkitt

Neoplasias de células NK y Células T Maduras

* Leucemia Promielocitica de Células T

* Leucemia Linfocitica Granular de Células T
Grandes

* Leucemia Agresiva de Células NK

* Linfoma Extranodal de Células T / NK, tipo nasal
* Linfoma de Células T asociado a Enteropatia

* Linfoma Hepatoesplénico de Células T

* Linfoma Subcutdneo de Células T simulando una
Paniculitis

* Sindrome de Sezary y Micosis Fungoide

* Linfoma Anaplasico Cutdneo Primario de Células
Grandes

* Linfoma Periférico de Células T, inespecificado

* Linfoma Angicinmunobldstico de Células T

* Linfoma Anapldsico de Células Grandes

Linfoma Hodgkin

* Linfoma Hodgkin Nodular con Predominio de

Linfocitos

* Linforna Hodgkin Clésico

* Linfoma Hodgkin Cldsico con Esclerosis Nodular
* Linfoma Hodgkin Clésico rico en Linfocitos

* Linfoma Hodgkin Cldsica de Celularidad Mixta

* Linfoma Hodgkin Cldsica con Deplecién Linfoide
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ANEXO5
Clasificacién FAB de las Leucemias. Fuente: Shinton; editor [50].

Leucemia Linfobléstica Aguda

FABL1

Las células son pequefios blastos homogéneos con un tamafo relativamente dos veces mayor al de linfocitos
pequetios. El citoplasma es escaso y los nucléolos estan ausentes o pobremente visualizados. En algunas ocasiones
pueden observarse vacuolas con algunos granulos azurdfilos.

FAB12
Las células son heterogéneas y el nicleo tiene forma irregular, a menudo plegado o endentado con nucléolos
prominentes. El citoplasma varia en cantidad y ocasionalmente puede contener granulos azurdfilos.

FABIL3
Las células son largas, los blastos homogéneos con citoplasma basofilico intensamente conteniendo vacuolas bien
definidas y prominentes. El nticleo es regular con nucléolos prominentes.

Leucemia Mieloide Aguda

AML MO

Su identificacién se basa principalmente en el inmunofenotipo. Los blastos M0 no presentan caracteristicas
morfoldgicas distintivas, la tincién con peroxidasa o negro Sudan permanece esencialmente negativa.
Inmunolégicamente, los blastos expresan los marcadores asociados al linaje mieloide CD13 o CD33 en la
presencia de marcadores linfoides negativos.

AML M1
La médula ésea aspirada contiene 90% o mas blastos de tamafio mediano a largo con pocos granulos
citoplasmicos, bastones de Auer o vacuolas, o bien, ausencia de ellos.

AML M2 (Leucemia Promielocitica Aguda [APL])

Mais del 10% de las células nucleadas han madurado a un estado promielocitico o mayor. Muchos pacientes
muestran cambios displasicos puros, incluyendo asincronia nucleo-citopldsmica, apariencia pseudo-Pelger-Hiier,
y anormalidades en granulacién, especialmente hipogranulacién y granulos gigantes. Los bastones de Auer
pueden encontrarse en cualquier estado de mieloblasto a granulocito maduro. La translocacién cromosémica
8;21 se encuentra en el 18% de estos pacientes. (La translocacién t(15;17) ocasiona la fusién del gen del receptor

del 4cido retindico a(RARa) con el gen PML en el cromosoma 15 dando como resultado la proteina fusionada
PML-RARGa, sugiriendo que la disrupcién de RARa es la causa de APL).

AML M3

Se puede identificar un tipo hipergranulado comun o bien, una variante microgranulada menos usual. El tipo
hipergranulado tiene en la médula 6sea una poblacién de promielocitos anormales con granulos rojo-purptreos
gruesos que tienden a obscurecen el nicleo. Las células denominadas faggor contienen poleas de bastones de
Auer. El nicleo es lobulado, reniforme, o bilobulado y es visualizado mejor en la variante microgranular, donde
el citoplasma contiene s6lo una fina capa roja de granulos. La tincién con peroxidasa es fuertemente positiva, aun
cuando hay presencia de algunos granulos. Virtualmente todos los casos estdn asociados con la translocacién
cromosomica 15;17.

AML M4
Se observa diferenciacién a lo largo de los linajes mieloide y monocitico. Los blastos de la médula 6sea
representan >30% de las células nucleadas, muchas presentan caracteristicas monociticas. El componente
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monocitico en la sangre periférica es >5 x 10° células/L, incluyendo monoblastos, promonocitos y monocitos.
Estas células se muestran positivas para esterasa no especifica (NSE, por sus siglas en inglés) y, con un
procedimiento de esterasa combinado, se puede demostrar presencia de células que contengan tanto NSE como
la enzima granulocitica cloroacetato esterasa. M4E es un subtipo distinto que se caracteriza por un incremento
en el numero de precursores de eosinéfilos anormales que contienen granulos basofilicos prominentes y
anormalidades asociadas (especialmente inversiones) del cromosoma 16.

AML M5

En M5a, monoblastos largos con abundante citoplasma basofilico constituyen el 80% o mds del componente
monocitico de la médula dsea. Estos blastos pueden contener vacuolas y/o pequefios granulos azuréfilos. El
nucleo es redondo o complejo, con un nucléolo largo y la membrana celular usualmente irregular con
pseudopodia. En M5b se presenta una mayor cantidad de promonocitos y monocitos anormales en médula dsea y
sangre periférica. El nucleo de la mayoria de las células esta plegado, con nucléolos discretos. En ambos subtipos,
la tincién con peroxidasa es negativa y la reaccién NSE es fuertemente positiva. Los niveles en suero y lisozima
urinaria estdn incrementados significativamente.

AML M6

De las células eritroides nucleadas, los precursores eritroides representan mas del 50% y los blastos, por arriba
del 30%, presentando moderadamente caracteristicas displdsicas marcadas como lobulacién nuclear,
multinuclearidad, cariorrexis y vacuolas citopldsmicas. La técnica de PAS (4cido periddico de Schiff) es positiva
en células eritroides y la incorporacién de hierro se incrementa con o sin sideroblastos anillados. Hay que tener

cuidado para diferenciar la M6 de la MDS (Mielodisplasia) cuando los niveles de blastos eritroides estén cercanos
a <30%.

AML M7

La diagnosis depende en (1) la demostracién de la peroxidasa de plaquetas por ultracitoquimica o (2) por
inmunofenotipo para identificar las glicoproteinas CD41+ o CD61+ en la superficie de los blastos. La morfologia
de los blastos es polimoérfica, con algunas células que recuerdan a los linfoblastos del tipo L1 con escaso
citoplasma y cromatina densa, otras células mimetizan los blastos del tipo L2 (o M0). La tincién con negro Sudan
o peroxidasa es negativa, con esterasa y PAS, la positividad varia.
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ANEXO 6

A. Marcadores inmunolégicos en ALL y AML. Fuente: Hoffbrand y cols. [16].

B. Frecuencia de los fenotipos inmunoldgicos en ALL y AML. Fuente: Shinton; editor [50].

Asociacién de los tipos FAB con la Expresion Fenotipicaen

Leucemia Mieloide Aguda.
% pacientes positivos

Tipo FAB CD11b CD13 CDh14 CD33 DR
M1 35 76 8 70 70
M2 62 85 12 71 91
M3 15 76 2 94 7
M4 81 71 63 85 95
M5 89 45 57 92 92
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ANEXO 7

A. Asociacién de Anormalidades Cromos6émicas con algunos tipos de ALL y AML.

Asociacion del Inmunofenotipo con Anormalidades
Cromosomicas en la Leucemia Linfoblastica Aguda. Fuente:
Hoftbrandy cols.[16].

Inmunofenotipo Citogénesis Frecuencia (%) Asociacibn de los tipos FAB con
Pre pre-B £(4;11)(q21;923) 2 Anormalidades Cromosdmicas en la Leucemia
Pre-B/cALL t(1;19)(q23;p13) 12/2 Mieloide Aguda. Fuente: Shinton[50].

t(9;22)(q34;q11) C-2; A-25 ] . Frecuencia
B madura t(2;8)(p12;924) 5 TipoFAB  Citogénesis (%)
t(8;14)(q24;q32) >80
CALL 6p- 8 M3 t(15:17)(q22:q21) 90+
9p- 8 MA4E inv(16)(p13:922) 100
t(12;21)(p13;922) 30 M5, M4 tdel(l11q) 35
Hiperpoliploidia (60-65) C-40; A-5 Todas las +8 13
Cerca a la haploidia (26-34) 1 AML -7 9
T-ALL 6q- 12 -5 0 del(5q) 6
9p- 13 1(9;22)(q34;q11) 3

C —nifios; A - Adultos

B. Clasificacién de la WHO para Neoplasias Mieloides y Leucemias Agudas con translocaciones
cromos6micas recurrentes. Fuente: Vardiman y cols. [51].
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ANEXO 8

Algunos genes que, al estar involucrados en una translocacién, su producto proteico se ve alterado. Fuente:
Rowley [48].

Genesafectados porun evento de translocacion.

Clase Gen

Transductores de Serial

Tirosinas cinasas ABL, ALK, JAK2, LCK, PDGFRB
Serin cinasas BCR

Receptores de superficie FGFR3, TANT

Factores de crecimiento L3

Factores de union al DNA

Homeobox HOX11, HOXA9, HOXD13, PBX1, PMT, PMX1

Hélice-loop-hélice LYLI, MYC, TALI, TAL2, TCE3

Factores ETS ERG, ETV6, FLI1, MN1

Forkhead AF6g21, AFX, FKHR

Zinc finger BCL6, ETO, EVi1, MLL, MOZ, PLZF, PML1, RARA

LIM LMOI1, LMOZ

Zipper de leucina AF10, AF17

Otros AF4, AF9, CBP/p300, DEK, E2F, ENL, LYT10, RUNX1
Otros

Septinas CD10rel MSF

Nucleoporinas NUP98, NUP214

Moduladores transcripcionales BCL3, CBFB, ELL, NFKB2

Anti-apoptosis API12 BCL2

Unién al RNA EWS, FUS, OTT, TLS/FUS
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ANEXO 9

Clasificacién de las translocaciones cromosémicas en Leucemia con base en su funcién o los genes involucrados.
Fuente: Zhang y Rowley [28].

Translocaciones cromosémicas recurrentes en leucemia y los genes involucrados.

Translocacién Genes involucrados Sll]:ﬂflpcﬁ Translocacion Genes involucrados Suhl_:qm
asociados asociados
(1) Translocaciones asociadas a MLL
t(X;11)(q13:923) AFX1/MII AML t(10;11)(p12;q14) AFI0/CAIMI AML/ T-ALL
t(X;11)(q22;923) Septin2/MLL AML t(10;11)(q21:q23) CXXC6(TET1)/MLL AML
t(1;11)(p32;923) AFIp/MIL ALL 1(11;11)(q21:q23) MLL/PICALM AML
t(1;11)(q21;q23) AFlg/MIL AML t(11;11)(q23:q23) MILL/CBL AML
t(2;11)(q11;923) AFF3(LAF4)7MLI ALL 1(11;11)(q23:q23) MILL/ARHGEFI2 AML
t(3;11)(p21;q23) AF3p2]1 NCKIPSD/MII t-AML/ALL t(11;11)(q23;q24) MLL/TIRAP ANLL
1(3;11)(q21;923) EEFSEC(SELB)/MLL ALL 1(11;12)(q23:q13)  MLL/CIP29 AML
t(3:11)(q25;923) GMPS/MIL t-AML t(11;14)(q23:q24) MLL/GPEN AMI/AUL
t(3;11)(q28:923) LPPMII AML t(11;15)(q23:q14) MLL/CASCS5 (AF15g14) AML/ALL
t(4;11)(p12;q23) AFdpl2/MIL t-ALL t(11;15)(q23:q14) MLI/MPFYVE T-ALL
t(4;11)(p21;923) AF/MILL ALL pro-B t(11;16)(q23;p13.3) MLL/CBP AML/ALL/t-
t(4;11)(q22;q23) SEPT 11/MILL aCML CMML
t(5;11)(q31;923) GRAFMIL AMI/ALL t(11;17)(q23;pl3) MILL/GAS7 t-AML
ins(5;11)(q31:q13q23) AF5g31/MLL AIL t(11;17)(q23:q21) MIL/AFI7 AML
t(6:11)(q12;923) SMAPI/MIL AML t(11;17)(q23;q21) MLIL/RARa AML
1(6;11)(q21;923) AF6g21/MLL AML 1(11;17)(q23:q21) MILL/ACACA AML
t(6;11)(q27;q23) AFe/MIL AML t(11;17)(q23;q21) MLL/IASPI AML
1(8;16)(p11;p13) MOZ/CBP AML/-AML | ¢(11;17)(q23:q25) MLL/MSFI t-AML
inv(8)(pl1ql3) MOZ/TIF2 AML t(11;19)(q23;p13.1) MLL/ELL AML
1(8;22)(p11;q13) MOZ/p300 AML t(11;19)(q23:;p13.3) MLL/ENL AML/ALL
1(9;11)(p22;q23) AF9/MII AML/ALL t(11;19)(q23;p13.3) MLL/EEN AML
£(9;11)(q34:923) AF9g34/MILL AML 1(11;20)(q23:q11) MLI/MAPREI (EBI) ~ ALL
1(10;11)(p12;g23) AFIOMLI AML 1(11;22)(q23:q11) MILI/ACDCrel AML
t(10;11)(p11.2;q23)  ABIL/MILL AML t(11;22)(q23,q13)  MLL/p300 AML
(2) Translocaciones/inversiones asociadas a CB AML1/CBFAy CBEB)y TEL/ETV6
1(X:21)(p22;q22) PRDX#/AMLI AML t(4:12)(ql1;pl3)  BTL/TEL AML
1(3;21)(q26;922) EVII/MDSI/EAP/AML] t-AML/CML- | t(5;12)(q31;p13)  ACSZ/TEL AML
ACC/BC t(5;12)(q31;p13)  PDGFRB/TEL CMML
1(8;21)(q22;922) ETO/AML1 AML 1(6:12)(q23;p13)  STL/TEL ALL
1(8:21)(q23:922) FOGZ/AMLI MDS 1(7;12)(q36;p13)  HLXBY/TEL AML
1(8;21)(q24;q22) TRPSI/AMILI ALL/AML 1(9;12)(p24;p13)  JAKZ/TEL ALL, aCML
t(16:21)(q24:922) MTGI16/AMLI t-AML t(9;12)(q22;p13) SYK/TEL MDS
£(19;21)(q13;922) AMPIY/AMLI t-AML 1(9;12)(q34;p13)  ABL/TEL CMML
t(12;21)(p12;q22) TEL/AMLI ALL t(12;13)(p13:ql2) TEL/CDX2 AML
t(21;21)(q11;922) UPS23/AMLI MDS 1(12;13)(p13;ql4) TEL/TTL ALL
inv(16)/t(16;16) MYHI11/CBFB AMIL-M4 t(12;15)(p13:;q25) TEL/NIRK3 AML,
(p13q22) fibrosarcoma
t(1;12)(p36;p13) MDS2/TEL CML/MDS t(12;17)(p13;pl2)  TEL/PERI AML
t(1;12)(q21;p13) ARNT/TEL AML 1(12;21)(p13;q11)  TEL/MNI AML
t(1;12)(q25;p13) ARG/TEL AML t(12;16)(q13;p11) CHOP/TLS/FUS AML
1(3;12)(q26;p13) MDS1/EVI/TEL MPD 1(16;21)(p11;q22)  TLSFUS/ERG AML, MLS
(continiia)

80



Translocaciones cromasdimicas recurrentes en leucemmia y los genes involucrados (Cont)

Translocacion Genes involucrados Subl‘:ipcs Translocacion Genes involicrados Sublfipm
asociados asociados

(3) Translocaciones asociadas a RARA
t(15;17)(q22:q21) PMI/RARA APL t(11;17)(q13:q21) NUMA/RARA AML
1(5:17)(q32:q21) NPM/RARA AML der(17) STATS5/RARA AML
t(11;17)(q23:q21) PLZF/RARA AML t(3;5)(q25;q35) MLFI1/NPM AML/MDS
(4) Translocaciones asociadas a £24
t(1;19)(q23;p13) PBX1/E24 B-ALL t(17;19)(q23;p13) HLF/E24 B-ALL
(5) Translocaciones asociadas a Tirosinas Cinasas
del(4)(q12q12) FIP1L1/PDGFRA t(6;8)(q27:p11) FOFP/FGFRI MPD
1(4;22)(q12:q11) PDGFRA/BCR 1(7:8)(q32:p11) TRIM24/FGFRI] MPD
t(1;5)(q23:933) Miomegalina/PDGFRB  MPD t(8;9)(p12:g33) FGFRI/CEP110 MPD
t(5;7)(q33;q11.2) PDGFRB/HIPI CMML t(8;13)(p11;q12) FGFR1/ZNF198 MPD
t(5:10)(q33:q21) PDGFRB/FH4 MPD t8:17)(pll;qll)  FGERI/MYOI8A MPD
t(5;12)(q33;13) PDGFRB/TEL CMML t(8;22)(p11;q11) FGFR1/BCR MPD
t(5;14)(q33;q32) PDGFRB/CAVIi4 AML 1(8;19)(p11;q13.3) FGFRI1/I0OC113386 MPD
t(5:14)(q33:924) PDGERB/NIN MPD £(9:22)(q34:q11) ABL/BCR CML, ALL
1(5;15)(q33;q15) PDGFRB/TP53BP1 MPD 1(9;12)(q34;p13)  ABL/BCR CML like
t(5;17)(q33;p13) PDGFRB/RABS CMML t(9;22)(p24:;q11) JAKZ/BCR CMML
1(5:17)(q33:;p112)  PDGFRB/HCMOGT JMML 1(8:9)(p22:p24) PCMI1/JAK2 MPD
(6) Translocaciones asociadas a NUP9§/NUP214
t(1;11)(q23;p15) PMX1/NUP98 AML t(9;11)(p22;p15) LEDGE/NUP98 AML
t(2;11)(q31;p15) HOXD13/NUP98 t-AML inv(11)(p15q22) NUP98/DDX10 t-AML
t(4;11)(q21;p15) RAPIGDS1/NUP98 T-ALL t(11;20)(p15:q1l)  NUP9S:TOPI t-MDS
t(5:11)(q35;p15) NDS/NUP98 AML 1(6:9)(p23:q34) DEK/NUP214(CAN) ~ AML
t(7;11)(p15;p15) HOXA9/NUP98 AML Cariotipo normal SET/NUPZ214(CAN) AML
(7) Translocaciones relacionadas con el gen TCR o de 1a inmunoglobulina (1G)
t(8:14)(q24:932) IGH/c-MYC ALL (Burkitt) | t(10;14)(q24q1l)  HOXI1/TCRA T-ALL
1(2:8)(p12:32) IGK/c-MYC ALL (Burkitt) | t(11:14)(p15:q11)  ZMOI/TCRA T-ALL
t(8;22)(q24;q11) IGL/c-MYC ALL (Burkitt) t(11;14)(p13;ql1) LMOZ/TCRA T-ALL
1(5:14)(q31:q32) IL3AGH ALL pre-B 1(14:21)(q11,q22)  TCRA/BHLHBI T-ALL
t(7;14)(q21;q32) IGH/CDK6 B-CLL t(7:9)(q35:q34) TCRB/TALZ T-ALL
1(14;19)(q32;p13)  IGH/BCL-3 B-CLL t(7:10)(q35;q24) TCRB/HOX11 T-ALL
t(1;14)(p32;q11) TALI/SCL/TCRA T-ALL t(7;11)(g35;p13) TCRB/AMI2 T-ALL
1(9:14)(q21:q11) P15/p19/TCRA T-ALL t(7:19)(q35;p13) TCRB/AYL1 i
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ANEXO 10

Algunas translocaciones caracteristicas de las Leucemias en infantes y nifios. Fuente: Zhang y Rowley [28].

El genotipo celular define las formas principales de leucernia en niiios: Leucemias que con frecuencia resultan de la
fusi6n de genes criticos para sefiales de transducci6n o transcripcién.

Anorr::(])uhl dlgenetlm Translocacién Defecto bioquimico Rasgo asociado
Leucemia del linaje de células B
Fusién TEL-AML1 t(12;21) criptica Transcripcion Buena prognosis
Fusién BCR-ABL (p185) t(9;22)(q34;q11)  Transduccionde senal Mala prognosis
Fusion E2A-PBX1 t(1;19)(q23;p13) Transcripcion Fenotipo pre-B, respuesta negativa a antimetabolitos
Fusion MLL-AFX1 t(x;11)(q13;923) Transcripcion
Fusion MLL-AF4 t(4;11)(q21;q23) Transcripcion Linaje mixto, infantes, mala prognosis
Fusién MLL-ENL t(11;19)(q23;p13) Transcripcion Hiperleucocitosis
Fusion IGH-MYC t(8;14)(q24:q32) Transcripcion FAB L3, enfermedad extramedular
Fusion IGx-MYC t(8;14)(q24;q32) Transcripcion FAB L3, enfermedad extramedular
Fusién [G-MYC t(8;14)(q24;932) Transcripcion FAB L3, enfermedad extramedular
Hiperdiploidia ninguna desconocida Buena prognosis
Leucemia del linaje de células T
Delecién TALL Ninguna Transcripcion Enfermedad extramedular, CD2+, CD10-
Fusion TCRd-TALL1 t(1;14)(p32;q11) Transcripcion Enfermedad extramedular, CD2+, CD10-
Fusion TCRb-TAL1 t(1;7)(p32;935) Transcripcion Enfermedad extramedular, CD2+, CD10-
Fusion TCRa-MYC t(8;14)(q22;q11) Transcripcién Enfermedad extramedular
Fusion TCRd-RBTN1 t(11;14)(p15;q11} Transcripcion Enfermedad extramedular
Fusion TCRd-RBTN2 t(11;14)(p13;q11) Transcripcién Enfermedad extramedular
Fusion TCRA-HOX11 t(10;14)(24;q11) Transcripcion Enfermedad extramedular
Fusién TCRb-LCK t(1;7)(p34:q34) Sefial de transduccién Enfermedad extramedular
Leucemia Mieloide Aguda
Fusién AML1-ETO t(8;21)(q22:q22) Transcripcion FAB M2
Fusién CBFb-MYHI11 inv(16)(pl3;q22) Transcripeion FABMA4EQ
Fusion DEK-CAN t(6:;9)(p23;q34) Transcripcion Basofilia
Fusion MLL-AF1p t(1;11)(p32;q23) Transcripcion
Fusion MII1-AFlq t(1;11)(q21;q23) Transcripcion FAB M4-M5, infantes
Fusion MLL-AF6 t(6;11)(q27;q923) Transcripcion
Fusion MLL-AF9 t(9;11)(q21;q923) Transcripcion FAB M4, M5, infantes
Fusiéon MLL-AF10 t(10;11)(p12;q23) Transcripcion FAB M5
Fusién MLL-AF17 1(11;17)(q23:921) Transcripcién
Fusion MLL-CBP t(11;16)(q23;p13) Transcripcion FAB M4, M5, infantes
Fusién MLL-EEN t(11;19)(q23;p13) Transcripcién Infantes
Fusién MLL-ENL, t(11;19)(q21:923) Transcripcion Sindrome mielodisplasico

fusién MLL-ELL
Fusiéon MLL-MIL ninguna Transcripeion FAB M4, M5
Fusion MOZ-CBP t(8;16)(p11;p13) Acetilacion de FAB M4, M5

cromatina/transcripcion

Fusién NUP98-HOXA9  t(7;11)(p15:p15) ;Activa HOXA9? FAB M2, M4
Fusion NPM-MLF1 t(3;5)(q25;934) Trafico anormal Sindrome mielodisplasico
Fusién PML-RARa t(15;17)(q22:q21) Respuestaa dcido FAB M3, coagulopatia

retinoico
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ANEXO 11

A. Funcién de la proteina quimérica TEL-AML1

Este nuevo gen surgido de la translocacion (12;21)(p13;q22) traduce para una proteina quimérica que contiene
los 333 aminodcidos residuales NH2 de TEL, los cuales codifican para un dominio de dimerizacién —pero carece
del dominio de unién al DNA ETS- que estd unido a los residuos del 21 al 480 de AML1, los cuales incluyen el
dominio de unién al DNA (Figura All-1a) [49]. Debido a que, tanto TEL como AMLI1, tienen dominios de
interaccion mSin3A, la proteina quimérica puede unirse a multiples represores que le confieren la capacidad de
reprimir, de forma dominante, la transcripcién de genes regulados por AML1 (Figura Al11-1b) [104-106]; un
ejemplo de ello es la inhibicién de la transcripcién basal del enhancer de TCRp [104].

B. Funcié6n de la proteina quimérica AML1-ETO

La proteina quimérica del gen fusionado (8;21)(q22;22) estd integrada por 177 aminodcidos N-terminal de AML1
y por 575 aminodcidos carboxilo terminal de ETO (Figura Al1l-2a) [111]. AML1-ETO tiene la capacidad de
formar heterodimeros con CBFf e interactuar con sitios de unién al DNA de CBF; sin embargo, a través de la
secuencia de ETO puede unirse tanto a los complejos co-represores -N-CoR y mSin3— como a los miembros de la
familia ETO. Esto ultimo resulta en la represién de genes que normalmente estarfan activados por AML1, lo que
lleva a la inhibicién de la transcripcién (Figura A11-2b) [49, 106, 112] o bien, induce la expresién de genes como
la survivina que bloqueen la regulacién transcripcional de la diferenciacién mieloide [113]. Se ha reportado que
esta proteina puede activar el promotor de BCL-2, cuya sobre-expresién, se ha observado, detiene la muerte
celular [114]. Por otra parte se ha observado que la proteina AML1-ETO, en colaboracién con ETO, favorece la
activacion del receptor M-CSF en etapas tempranas de las células mieloides, lo que ha sido asociado con una
proliferacién aberrante [111].
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C. Funcién de la proteina quimérica MLL-AF4

Aun cuando se ha observado que el nimero de exones involucrados en la translocacién (4;11)(q21;q23), tanto del
gen MLL como del gen AF4 varia (Figura A11-3), se ha observado que la funcién de su proteina quimérica es
igual en todos los casos e incluso es similar a la de otras translocaciones que involucran al gen MLL. En todos los
casos hay una pérdida del dominio zinc finger PHD'y de los dominios distales de la proteina que son sustituidos
por el extremo carboxilo terminal del compaiiero, en su mayoria, factores de transcripcién como AF4 (Figura
A11-4) [119]. Diversas lineas de investigacién han sugerido que las proteinas quiméricas que involucran a MLL
tienen una ganancia de funcién que, a su vez, lleva a la pérdida de la funcién de mecanismos celulares, valga la
redundancia, al ser el gen compaifiero la clave para transformar a MLL en un activador transcripcional potente.
En el caso particular de AF4 se sabe que es un fuerte activador de la transcripcién y, aunque se desconoce su
mecanismo de activacién, se sabe que AF4 y AF9 interactdan fisicamente y se co-localizan en grupos
subnucleares, por lo que se sugiere que la activacién de la transcripcién por parte de AF4 involucra el
reclutamiento de AF9 y SWI-SNF. Esto lleva a la hipdtesis de que las proteinas quiméricas con MLL son

componentes que forman grandes supercomplejos, muchos de los cuales pueden interactuar con complejos como
SWI-SNF [119, 120].
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ANEXO 12

Informacién adicional sobre la Poblacién de Estudio. Fuente: Alvarado-Herndndez y cols. [147].

Caracteristicas de la Poblacién de Estudio

Se colectaron muestras de sangre de cordén umbilical y de sangre periférica materna pertenecientes a 49
binomios de mamadas-neonatos con previo consentimiento materno. La muestra materna se tomé después del
parto y la muestra del cordén umbilical se tomé inmediatamente después de que la placenta fue expulsada. Todos
los partos fueron normales. Las mujeres respondieron un cuestionario individual que inclufa informacién
general, datos clinicos y ginecoldgicos asi como sobre exposicién a plaguicidas e informacién general del neonato
(peso, medidas, estado de salud, etc.)

Caracterizacién de la de Exposicién

Cuantificacion de Lipidos. Se empled un kit de lipidos totales (Spinreact, S.A.U.) como un método colorimétrico
basado en la cantidad de iones carbonio que se forman de la reaccién de los lipidos insaturados y el acido
sulfirico. Los iones reaccionan con la fosfovainillina que da un producto coloreado en rosa proporcional a la
concentracién total de lipidos en la muestra. Los valores obtenidos se utilizaron para corregir los niveles de
plaguicidas que se midieron en el plasma de las muestras maternas y de cordén umbilical.

Cuantificacion de Plaguicidas Organoclorados. Cada muestra fue desproteinizada con alcohol desnaturalizado y
sulfato de amonio saturado. Para obtener la fase orgdnica se realizaron tres extracciones con hexano liquido-
liquido centrifugando cada vez a 2300 rpm durante 8 minutos. Posteriormente las muestras se pasaron a
columnas de florisil previamente activadas con diclorometano y acetona. Los analitos se eluyeron con una
mezcla de diclorometano-hexano (30:70) y concentrados en un volumen de 50 pL. El cambio de disolvente fue
llevado a 25°C con nitrégeno. Los analitos fueron transferidos a viales cromatograficos y llevados a un volumen
de 100 pL con hexano para ser separados por Espectrometria de Gases (GC) y analizados por un Detector de
Captura de Electrones (ECD) o bien, por Espectrometria de Masas (MS). Los plaguicidas cuantificados por GC-
ECD fueron el a-endosulfan, B-endosulfan y 1,1,1-tricloro-2,2-bis(4-clorofenil)etano (DDT). La determinacién
por GC-MS se realizé en los plaguicidas o-hexaclorociclohexano (a-HCH), f-HCH, y-HCH, hexaclorobenceno
(HCB), aldrin, epdxido heptacloro, oxiclordano, 1,1-dicloro-2,2-bis (4-clorofenil)etileno (DDE), trans-clordano,
cis-clordano, cis-nonacloro y mirex. Para conocer las condiciones particulares de cada andlisis se puede consultar
el trabajo de Alvarado-Hernandez y cols. [147]. La concentracién de los plaguicidas se reportd en ng/g de Lipido.
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ANEXO 13

Andlisis de las inversiones de MLL identificadas en las muestras maternas y neonatales.

El objetivo del andlisis de las inversiones encontradas en este trabajo fue identificar los posibles intrones y/o
exones en donde hayan ocurrido los rompimientos previos a la inversién. La informacién fue obtenida del punto
de unién entre la secuencia ordenada y la secuencia invertida; el ultimo nucleétido de la secuencia ordenada
seflala el primer rompimiento y, el primer nucleétido de la secuencia invertida, indica el segundo. En total, se
encontraron tres pares de rompimiento:

1. Exon-intrén: cuando el primer rompimiento ocurrié dentro de un ex6n y el segundo, en un intrén.

2. Intrén-exdén: cuando el primer rompimiento se generd dentro de un intrén y el segundo, dentro de un
exon.

3. Ex6n-exén: cuando ambos rompimientos ocurrieron dentro de un exdn.

Con base en lo anterior y en otras observaciones, en la Tabla A13-1 se resumen las caracteristicas de las
inversiones encontradas y, a continuacién, se presenta una breve descripcién de como pudieron formarse las
inversiones y la estructura tedrica de las mismas.
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1. Muestras M4 —materna— y B13 —neonato— (ver Resultados, Figuras S-8 y S-9 respectivamente). El par de
rompimientos encontrados fue exén-intrén y el dafio encontrado pudo ocurrir de la siguiente manera:

(a) Rompimiento en el exdn: se cree que uno de los puntos de ruptura pudo haberse generado dentro del exén
7 (Figura A13-1.1), ya que la secuencia del transcrito revel6 una delecién de 15 nucleétidos en el extremo
3’ del ex6n de su secuencia ordenada.

(b) Rompimiento en el intrén: se propone que el segundo rompimiento pudo ocurrir en algin punto del
intrén 10 (Figura A13-1.1) por dos razones; la primera de ellas es que el primer exdén invertido fue el 10 vy,
la segunda, que la secuencia del mismo estaba completa.

Por otra parte, en el transcrito no se detectd la secuencia del exén 8 (ordenado o invertido), pero, tomando en
cuenta los puntos de ruptura, se puede suponer que este exén también se encontraba invertido junto con el
extremo 3’ del exén 7 donde se llevé a cabo uno de los rompimientos quedando fuera del drea amplificada
(Figura A13-1.2). Asi, este evento involucrd parte del exén 7 y los exones 8, 9 y 10, asi como a los intrones 7, 8, 9
y 10.
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2. Muestra M1 —materna— (ver Resultados, Figura S-10). En esta inversién el par de rompimientos fue intrén-
exén, dafio que se cree se presentd de la siguiente forma:

(a) Rompimiento en el intrén: se propone que uno de los rompimientos se produjo en algin punto del
intrén 7 (Figura A13-2.1), considerando dos observaciones. La primera de ellas fue que el extremo 3’ del
exon 7 se encontrd intacto (es decir, no habfa pérdida de nucleétidos), cuya secuencia estaba ordenada;
la segunda fue que, inmediatamente después del exén 7, se encontraba el exén 10 invertido y no se
detect la presencia del exo6n 8.

(b) Rompimiento en el exén: la secuencia del transcrito permitié deducir que el segundo rompimiento pudo
ocurrir dentro del exén 10 (Figura A13-2.1), puesto que habia una ausencia de 19 nucleétidos en el
extremo 3’ del mismo —si se considera la secuencia ordenada del ex6n—, nucledtidos que se cree
pudieron localizarse después de la regién invertida del gen (Figura A13-2.2).

Aunado a lo anterior, e igual que en la inversién encontrada en las muestras M4 y B13 no se detectd la secuencia
del exdn 8 (ordenada o invertida); sin embargo, al conocer los puntos de ruptura, se puede suponer que este ex6n
también se encuentra invertido (Figura A13-2.2). Con todo lo anterior, se propone que este tipo de inversién
involucré a los exones 8, 9 y parte del 10, asi como a los intrones 7, 8 y 9.
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3. Muestra B46 —neonato— (ver Resultados, Figura S-11). El tipo de inversién detectada en esta muestra
involucrd un par de rompimientos dentro de exones como se explica a continuacién:

(a) Rompimiento en el primer exén: Igual que en la inversién explicada en el inciso 1, se propone que uno
de los puntos de ruptura se gener6 dentro de un exén (Figura A14-3 A.3 y B.1), ya que se detectd la
pérdida de nucledtidos en el extremo 3’ de la secuencia ordenada del primer exén involucrado (e
identificado en el transcrito), en este caso de 82 nucleétidos en el exén 9.

(b) Rompimiento en el segundo exdén: De forma similar a la inversién del inciso 2, se cree que el segundo
rompimiento pudo ocurrir dentro del exén 10 (Figura A14-3 A.3 y B.1), debido a que se observé la
ausencia de 64 nucledtidos en el extremo 3’, si se considera la secuencia ordenada, del exén invertido.

En lo anterior, cabe destacar que, a comparacién de las inversiones previamente explicadas, en donde la pérdida
de nucledtidos se limitaba a sélo unos cuantos (19 y 15 nucledtidos respectivamente), en esta inversion, los
nucleétidos ausentes era de tres a cuatro veces mas (64 y 82 nucleétidos).

Por otra parte, en esta inversiéon también se observd la ausencia del exén 8 en el transcrito; sin embargo, a
diferencia de las dos anteriores, aqui los puntos de rompimiento se identificaron en los exones 9 y 10, por lo que
se descarta que el exén 8 también se encuentre invertido.

Tomando en cuenta los puntos anteriores, se propone que la pérdida del exén 8 es un evento independiente de la
inversién. Analizando todas las posibilidades se cree que dicha pérdida pudo ocurrir antes de que se generara la
inversién (Figura A14-3 A.1 y A.2), después del evento de inversién (Figura Al14-3 B.3 y B.4), o bien, en el
transcrito mediante un evento de sp/icing alternativo (Figura A14-3 B.3). En todos los casos, lo conveniente seria
amplificar y secuenciar la regién dentro del DNA para poder corroborar o descartar dichas propuestas;
lamentablemente, no se conto con el material para llevar a cabo esto tltimo. Sin embargo, ya se ha reportado con
anterioridad la posibilidad de que el exén 8 puede perderse tanto a nivel del DNA como a nivel del RNA
mensajero mediante un splicing alternativo [156], evento que también se ha visto puede involucrar al exén 11
del mismo gen [157].

Asi, de este andlisis se pueden concluir dos cosas: (1) la inversién involucré a los exones 9 y 10, junto con el
intrén 9 y (2) hubo un evento de delecidn del ex6n 8 independiente a la inversion, ya que la inversién estd
limitada a los exones y al intrén previamente mencionados.
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Figura A13-3. Esquema para representar la posible formacién de la inversién encontrada en la muestra B46
(neonato). Tres posibles casos para la sucesién de los eventos que pudieron llevar a la delecién del exén 8 y a
la formacién de la inversién parcial de los exones 9 (extremo 3') y 10 (extremo 5') (incluyendo al intrén 9)
detectados por (RT)-PCR. Los exones se encuentran representados por cajas, los intrones por una linea
horizontal. Los exones que participan en la inversidn estin en negro, los intrones involucrados son sefialados
con una linea paralela punteada. A. En el caso uno, se propone que el primer evento (Al y A2) involucra la
delecidén y el segundo (A3 y A4), la inversién. B. El caso caso dos sugiere que el primer evento (Bl y B2)
produce la inversién y, en el segundo evento, que involucra a la pérdida del exén 8, puede haber dos
posibilidades: que la deleci6n sea a nivel genémico (B3 y B4), o bien, en un tercer caso, que dicho evento se
presente una vez que se transcribe el RNA mensajero del gen, mediante un evento de splicing que
promueve la delecién del exén 8 (B5).

En Al y B3, la delecién del exén 8 se sefiala entre dos lineas quebradas. En A3 y Bl, el punto de ruptura
previo a la inversién se indica con una flecha hacia abajo. En A3, A4 y B, la regién de los exones que
participa en la inversién se sefiala con lineas diagonales (exén 9) o con lineas horizontales (exén 10); el
intrén 9 estd subrayado. En A4 y B2-B5 la secuencia ordenada se indica con una flecha apuntando a la
derecha, la secuencia invertida con una apuntando a la izquierda apoyada por un corchete; en la parte
inferior se indican los exones del transcrito que fueron secuenciados; las regiones donde se unieron los
oligonucleétidos estin sefialados por tridngulos blancos.. En B5, la omisién del exén 8 en el RNA mensajero
se representa con unalinea bloqueada por otra perpendicular.
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4. Muestras M26 —materna— y BlI —neonato— (ver Resultados, Figuras S-12 y S-13 respectivamente). Estas dos
muestras tuvieron un par de rompimientos similar al que se present6 en las muestras del inciso 1 (M4 y B13),
es decir, del tipo exdn-intrén, aunque este dafio ocurrié en una regién diferente del gen:

(a) Rompimiento en el exé6n: con el andlisis del transcrito, se pudo deducir que uno de los puntos de ruptura
se localizé en el extremo 3’ del ex6n 9 ordenado (Figura A14-4.1), pues se detectd la ausencia de 79 y 89
nucledtidos en el exdn.

(b) Rompimiento en el intrén: en este tipo de inversidn, se concluy6 que el segundo rompimiento se
presento6 dentro del intrén 9 (Figura Al4-4.1), ya que en la secuencia de los transcritos se encontré la
presencia de 4 y 7 nucleétidos invertidos que corresponden al extremo 3’ del intrén 9, considerando la
secuencia ordenada del gen, seguidos del exén 9, también invertido (Figura A14-4.2).

La identificacién de los puntos de rompimiento en esta inversion permitié llegar a la conclusién de que el evento
involucré sélo al exén 9 y al intrén 9 (Figura A14-4.2), siendo asi, el dafio mas pequeflo —en cuanto a pares de
bases de refiere — de todos los detectados en este trabajo.
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