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l. RESUMEN
La Leucemia Promielocitica Aguda (LAP) se caracteriza por la presencia

de la translocacion reciproca t(15;17) que tiene como resultado la formacion del
gen hibrido PML-RARa. La LPA tiene hoy en dia un tratamiento muy especifico
con acido trans-retinoico (ATRA) y es muy importante hacer un diagnéstico rapido
y preciso, que en muchos casos permite salvar la vida del paciente. En la
actualidad se han desarrollado métodos de RT-PCR para detectar el gen hibrido
PML-RARa. Estas técnicas moleculares han demostrado ser de mucha utilidad en
el diagnéstico y seguimiento de esta enfermedad.

El objetivo de este trabajo fue monitorear la respuesta de los pacientes
pediatricos con Leucemia Promielocitica Aguda (LPA), durante el tratamiento con
ATRA y hasta la remisién completa, usando como herramienta la técnica de RT-
PCR Tiempo Real.

Para ello se estudiaron a 5 pacientes pediatricos en un inicio, sin embargo
uno de ellos abandoné el tratamiento sin haberlo completado, por lo que solo se
estudié finalmente a 4 pacientes, los cuales fueron diagnosticados citoquimica y
morfolégicamente como portadores de la translocacion cromosomica t(15,17) la se
ha comprobado ampliamente da origen a la LPA.

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman la importancia practica en
el diagnéstico y seguimiento molecular de esta enfermedad, por medio de la
técnica de RT-PCR en tiempo real durante cada fase del tratamiento, asi se ha
podido comprobar su eficacia desde el comienzo en la fase de induccién hasta la
fase final de remision, logrando un mejoramiento visible en cada uno de los cuatro

pacientes (100%).
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l. INTRODUCCION

Actualmente la Leucemia, es la neoplasia maligna mas frecuente en la
infancia. En el afno 1998 en los Estados Unidos de América (EUA), 30% de la
poblacion era menor de 20 afios, de los cuales, se calcula que aproximadamente
en 12,400 casos se diagnosticé cancer y 2,500 de murieron por dicha causa.*

La Leucemia se puede definir como “La proliferacion neoplasica de células
hematopoyéticas, la cual surge producto de una mutacién somatica de una célula
madre hematopoyética, a partir de la cual se origina un clon de células
leucémicas; esta transformacién puede ocurrir a nivel de una célula madre
pluripotente mieloide o linfoide o a nivel de algunas de las células progenitoras
comprometidas: unidad formadora de colonias de eritrocitos (CFU-E), unidad
formadora de colonias granulomonociticas (CFU-GM) y unidad formadora de

colonias megacariociticas (CFU-Mg).” 2

2.1 GENERALIDADES
2.1.1 Antecedentes Historicos

Desde décadas atras se descubrié el padecimiento del cancer que ha
afectado a millones de personas. Se dice que el cancer fue reconocido por los
egipcios como enfermedad, desde hace 3,000 afios antes de Cristo. El papiro de
Edwin Smith, es el escrito mas antiguo conocido con una descripcion del cancer,
en el se describen 8 casos de tumores de pecho o ulceras en Egipto, que fueron
tratadas con cauterizacion.

Posteriormente en la Grecia antigua, Hipdcrates, hoy conocido como el padre

de la medicina, propuso la Teoria Humoral de la medicina, la cual establece que el
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cuerpo se compone de cuatro fluidos: Sangre, Flemas, Bilis negra y Bilis amarilla.
El atribuia el Cancer a un exceso de Bilis Negra. Hipocrates fue el primero en usar
las palabras “carcinos” y “carcinoma” para describir los tumores, y por lo tanto el
término “cancer” fue acufado.

En 1915 por primera vez el Cancer fue inducido en animales de laboratorio
en la Universidad de Tokio, al aplicar carbén de hulla sobre la piel de conejos,
abriendo el camino para los métodos actuales de investigacion en cancer.

La leucemia fue observada por primera vez por los patélogos Rudolf Virchow
de Alemania y John Hughes Bennett de Inglaterra en 1845.> * Observando un
numero anormalmente grande de linfocitos en una muestra de sangre de un
paciente, Virchow llamé a la condicion Leukaemie en aleman, la cual formd de las
palabras griegas leukos (Aeukdg) que significa “blanco”, y aima (aipa) que
significa “sangre”. Aproximadamente diez afnos después de los hallazgos de
Virchow y Bennett, el patélogo Aleman Franz Ernst Christian Neumann encontro
que en la médula 6sea de un paciente fallecido por leucemia, esta se coloreaba de
un tono entre amarillo y verde sucio, opuesto al color rojo normal. Este hallazgo
permiti6 a Neumann concluir que en la médula ésea se encontraba el problema
que era responsable por la anormalidad en la sangre de los pacientes con
leucemia.’

En 1900 la leucemia fue vista como una familia de enfermedades en lugar de
cdmo una sola enfermedad. Para 1947 el patdlogo pediatra Sydney Farber en
Boston, basado en experiencias anteriores creyd que la aminopterina un farmaco
quimioterapéutico, mimético del acido fdlico, podia potencialmente curar la

leucemia en nifios.’
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Como una entidad especial, la Leucemia Promielocitica Aguda (LPA), fue
descrita por primera vez en 1957 por el Dr. en Medicina Leif K. Hillestad en la
revista Acta Médica Scandindvica de Suiza®. Cuando reporté a 3 pacientes
caracterizados por “un curso fatal muy rapido de solo unas pocas semanas de
duracidon” con una imagen de glébulos blancos dominada por promielocitos y una
severa tendencia al sangrado. Las caracteristicas mas detalladas de la Leucemia
Promielocitica Aguda fueron descritas por Bernard et al.” en 1959, y la diatesis de
la hemorragia severa ha sido descrita como Coagulacion Intravascular Diseminada
(CID) o hiperfibrindlisis. En 1973 Bernard et al.” demostraron que las células en la
Leucemia Aguda Promielocitica eran relativamente sensibles a la quimioterapia,
especificamente a la daunorubicina alcanzando la remisidn completa en una tasa

de 55% en 34 pacientes con Leucemia Promielocitica Aguda.®
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Figura 1. Antecedentes Histdricos de la Leucemia (Tomado y modificado por TLFBB et al. 2001*°)
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Figura 2. Antecedentes Histdricos de la Leucemia (Tomado y modificado por TLFBB et al. 2001

2.1.2 Epidemiologia

10)

A nivel mundial el numero estimado de muertes por cancer es de alrededor

de 7 millones (12% de todas las muertes) en el afio 2000, solo precedido por

muertes debidas a enfermedades cardiovasculares (30% de todas las muertes).’

En el afio 2000, aproximadamente 256,000 nifios y adultos alrededor del

mundo desarrollaron una forma de leucemia, y 209,000 murieron por este

padecimiento. Esto representa alrededor de 30% de al menos 7 millones de

muertes debido al cancer en ese afo, y cerca del 0.35% de todas las muertes por

alguna otra causa. De los 16 lugares separados del cuerpo comparado, la

Q.F.B. César I. Rodriguez Ramirez




leucemia fue el 12° tipo mas comun de enfermedad neoplasica, y la 112 causa de
muerte mas comun relacionada al cancer.’

Alrededor de 245,000 personas en los Estados Unidos son afectadas por
algun tipo de leucemia, incluyendo aquellos que han alcanzado la remisién o la
cura. Aproximadamente 44,720 nuevos casos de leucemia fueron diagnosticados
en el afio 2008 en los Estados Unidos.*

Esto representa el 2.9% de todos los tipos de cancer (con exclusion de
cancer de células basales simples y células escamosas de la piel) en los Estados

Unidos y 30.4% de todos los tipos de cancer en la sangre.*?

2.1.2.1 Estadisticas del 2010y 2011
Nuevos casos.

Aproximadamente cada 4 minutos una persona en los Estados Unidos es
diagnosticada con algun tipo de cancer en la sangre. Se estima que un total de
137,260 personas en los Estados Unidos fueron diagnosticadas con Leucemia,
Linfoma o Mieloma en el 2010. Estos nuevos casos contaron por un 9.0% de un
total de 1, 529,560 nuevos casos de cancer diagnosticados en los Estados Unidos

en 2010.

Incidencia

Las tasas de incidencia son el numero de casos en un afo determinado en el
que no se cuentan los casos preexistentes. Las tasas de incidencia son
usualmente presentadas como un numero especifico por cada 100,000

personas.®
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Las tasas globales de incidencia por cada 100,000 personas reportadas en
el 2010 para leucemia son cercanas a las mismas reportadas para el 2009 (12.3%
para el 2010 vs. 12.2% para el 2009). La leucemia representa un 27.5% de los

tipos de cancer en nifios en un rango de edades de 0 a 19 afios.™

Incidencia por Género:
Las tasas de incidencia para todos los tipos de leucemia son mayores entre
hombres que entre mujeres. En 2010, se estimd un conteo en hombres de mas de

57% de nuevos casos de Leucemia.®

Incidencia en Nifios
Desde el 2003 al 2007, la leucemia ha representado 28% de todos los tipos
de cancer diagnosticados en nifios menores de 20 afios.

v" La leucemia es el tipo de cAncer mas comun en niios menores de 20

anos de edad.

En 2010, alrededor de 3,317 nifos menores de 15 afios de edad fueron
diagnosticados con leucemia en los Estados Unidos. Aproximadamente 31% de
los casos de cancer en nifios en un rango de edad de 0 a 14 afos son de
leucemia.™
Supervivencia

La supervivencia relativa se calcula comparando la tasa de supervivencia de
una persona diagnosticada con una enfermedad contra una persona sin la
enfermedad. La Figura 3 muestra las tasas de supervivencia relativa a cinco afios

para la leucemia, linfoma y mieloma durante 1960-1963, 1975-1977 y 1999-2006.

Q.F.B. César I. Rodriguez Ramirez



Debe notarse que los datos mas recientes de supervivencia disponibles pueden no
representar totalmente los resultados de todas las terapias actuales y, como

resultado, puede sobreestimar la supervivencia en un pequefio grado.*®

Tasas de Supervivencia Relativa a 5 afios
1960-63 vs. 1975-77 vs. 1999-2006

900 8/%"
gx 74% e
63% 5500*
54%% 48%
45% 39%* 40% 36%
36% 31%
27% 26%

18% 12% 1406

9%

0%

Mieloma Linfoma de Linfoma No Leucemia
Hodking Hodking
1960-1963 I 1975-1977 M 1999-2006

Figura 3. Fuente: SEER (Programa de Vigilancia, Epidemiologia y
Resultados Finales. * La diferencia en las tasas entre 1975-1977 y
1999-2006 son estadisticamente significativas (P< 0.05) (Tomado y
modificado por TLFBB et al. 2001'°)

En el afio 2010 se estimé que habia 259,889 personas viviendo con, o en
remision de leucemia en los Estados Unidos. En este mismo afo 43,050 personas
fueron diagnosticadas con leucemia y 21,840 murieron por esta enfermedad en los
Estados Unidos. Aproximadamente 30% mas Hombres viven con leucemia que
Mujeres. Asi mismo mas Hombres son diagnosticados con Leucemia que mujeres
y mueren mas por esta enfermedad. La leucemia causa alrededor de un tercio de
todas las muertes por cancer en nifios menores de 15 afios de edad.*®

Por la ausencia de un programa nacional sobre registros de cancer en
general especificamente de los nifilos, en México solo existen datos sobre la

incidencia de cancer en nifios del Distrito Federal y derechohabientes del IMSS, y
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sobre la frecuencia de estas enfermedades en algunos estados de la
Republica.***® Por lo tanto, se desconoce la magnitud del problema en el pais y
hacen falta datos de estudios prospectivos sobre la incidencia en general, pero
también de la incidencia especifica segun los diferentes tipos de cancer.®

En México, la informacion sobre incidencia de cancer correspondiente al
periodo comprendido entre 1993 y 1996 fue recopilada por el Instituto Mexicano
del Seguro Social (IMSS) y la Secretaria de Salud (SS). En este periodo de
tiempo, se diagnosticaron 106,086 personas con cancer, principalmente mujeres
(63.7%). Segun el Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica
(INEGI), el cancer representa la segunda causa de muerte en nuestro pais (49,916
defunciones en 1996). Las causas del cancer no se conocen totalmente, en
algunos casos se ha encontrado que ciertos factores genéticos, hereditarios y del
medio ambiente aumentan la probabilidad de desarrollar esta enfermedad en
algin momento de nuestra vida.*®

Con respecto al cancer infantil en nuestro pais, la informacion mas reciente
corresponde a dos periodos de estudio: de 1996 a 2002 y de 1998 a 2000. Este
estudio fue realizado por el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), en el cual
se registré el numero de casos de cancer en nifios, atendidos en los principales
centros médicos de esta institucion.®

La informacion correspondiente al periodo 1996-2002 comprende datos para
los nifios residentes en el Distrito Federal, Estado de México, Morelos, Guerrero y
Chiapas. La segunda fuente de informacion son los datos obtenidos de un registro
prospectivo de los casos de cancer en nifios atendidos durante el periodo 1998-
2000 en los restantes Centros Médicos Nacionales del IMSS (CMN): Sonora

10
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(Ciudad Obregoén), Nuevo Ledn (Monterrey), Torredn (Coahuila), Jalisco
(Guadalajara), Puebla (Puebla), Veracruz (Veracruz) y Yucatan (Mérida).*®
Se registraron 2,663 casos nuevos de cancer en nifios, de los cuales 1,957 (73.5
%) correspondieron al periodo 1996-2002 en el Hospital de Pediatria del CMN
Siglo XXI y el Hospital General del CMN La Raza, y 706 (26.5 %) para el periodo
1998-2000 en los CMN restantes. En la Tabla | se pueden observar los diferentes
tipos de neoplasias registradas en cada uno de los 11 estados.*®

Los mayores numeros de casos nuevos correspondieron al Estado de
Meéxico y al Distrito Federal, con 838 y 734, respectivamente. En relacion con el
tipo de neoplasias en general, los tres primeros lugares los ocuparon las
leucemias (frecuencia entre 31.6 y 51.4 %, Nuevo Ledn y Estado de México).
Segun el tipo especifico de neoplasias, en el grupo de las leucemias predominaron
las linfoblasticas agudas, la incidencia global se encontr6 entre 67.1 y 203.5
(Sonora y Chiapas). La incidencia por grupo de neoplasias fue mas alta para las

leucemias y tuvo una variacién de 28.2 a 74.2 (Sonora y Chiapas).*®

Tabla |
Frecuencia relativa (%) de neoplasias malignas en nifios derechohabientes del IMSS residentes
de 11 estados de la Republica Mexicana."

1996-2002 1998-2000
Grupos de Chis DF Gro EM Mor Jal NL Pue Son Ver Yuc
neoplasia n=143 n=734 n=125 n=838 n=117 | n=191 n=177 n=114 n=48 n=125 n=51
Leucemia 37.8 437 34.4 514 46.2 508 316 491 41.7 48.0 49.0"
Linfoide aguda 685 776 814 817 777 803 946 857 799 767 720*™
Aguda no linfocitica 296 18.1 163 163 223 16.5 54 143 199 183 20.0
Mieloide crénica 19 27 23 14 0.0 31 00 00 0.0 50 00
Otras leucemias 0.0 09 0.0 0.2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00 00
Leucemias
inespecificas 0.0 07 0.0 0.4 0.0 0.0 00 00 0.0 00 80
Linfomas*** 105 120 16.8 9.0 129 89 124 16.7 167 128 2.0
Linfoma Hodgkin 400 258 333 478 202 348 452 527 00 563 100.0
Linfoma no Hodgkin 46.7 60.0 429 467 597 416 363 419 497 250 00
Linfoma de Burkitt 133 100 238 44 202 236 137 54 497 188 00
Linfomas
inespecificos 00 33 0.0 1.1 0.0 0.0 48 0.0 0.0 00 00
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En relacion con las leucemias, debe comentarse que los datos corresponden
a lo informado en la literatura, donde representan el principal grupo de cancer y la
leucemia linfoblastica aguda el caso mas frecuente. Sin embargo, hay que
destacar que los niflos mexicanos tienen una de las frecuencias mas altas del
mundo (ocho estados tuvieron una frecuencia por arriba de 40 %) y, por tanto, una
de las incidencias mas altas (siete estados por arriba de 50), situacion que
comparten con nifios de Canada, hispanos y blancos de Los Angeles, de Costa
Rica y Ecuador (tasas de 50.8, 59.1, 50.9 y 57.9, 56.3 x 10°, respectivamente).*®

Por otra parte, conocer la frecuencia e incidencia de cancer en los nifos
también sirve para llevar a cabo la gestion de los servicios de salud, porque con
estos datos se puede estimar el personal médico en general (médicos,
enfermeras, de laboratorio, etcétera) necesario para dar atencion a estos nifos y
los insumos que se requieren para brindarles el tratamiento idéneo.*’

De ahi que para la atencidén que requieren los niflos con cancer residentes
del Distrito Federal debera tomarse en cuenta que una mayoria (43.7 %) tendra
leucemia (se espera tener anualmente 54.1 nifos por cada millébn de nifios

residentes en esta entidad) (Tabla I1).%°
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Tabla Il
Incidencia* de neoplasias malignas en niflos derechohabientes del IMSS residentes de 11
estados de la Republica Mexicana.™®

1996-2002 1998-2000

Grupos de Chis DF Gro EM Mor Jal NL Pue Son Ver Yuc
neoplasia n=143 n=734 n=125 n=838 n=117 | n=191 n=177 n=114 n=48 n=125 n=51
Leucemia 742 554 588 602 668 425 325 729 282 548 50.1
Linfoide aguda 51.8 432 474 494 525 344 307 623 227 428 360
Aguda no linfocitica 21.2 98 101 96 143 6.8 18 106 55 9.1 101
Mieloide crénica 1.2 1.5 1.3 0.8 0.0 1.3 0.0 00 00 29 0.0
Otras leucemias 0.0 0.6 0.0 01 0.0 0.0 0.0 00 00 00 0.0
Leucemias

inespecificas 0.0 0.3 0.0 03 0.0 0.0 0.0 00 00 00 4.0
Linfomas** 18.6 144 286 9.9 189 7.2 127 227 11.0 129 1.9
Linfoma Hodgkin 8.0 3.6 8.6 4.7 3.8 25 58 19 00 74 1.9
Linfoma no Hodgkin 8.2 89 128 47 1.2 3.0 4.6 94 55 32 00
Linfoma de Burkitt 2.4 14 72 0.4 3.9 1.7 1.7 14 55 23 00
Linfomas

inespecificos 0.0 0.5 0.0 0.1 0.0 0.0 0.6 00 00 00 0.0

* Tasas por 1 millon de nifios/afio

2.1.3 CLASIFICACION DE LAS LEUCEMIAS

La leucemia se puede definir como “La proliferacién neoplasica de células
hematopoyéticas, la cual surge producto de una mutaciéon somatica de una célula
madre hematopoyética, a partir del cual se origina un clon de células leucémicas;
esta transformacioén puede ocurrir a nivel de una célula madre pluripotente
mieloide o linfoide o a nivel de algunas de las células progenitoras comprometidas:
unidad formadora de colonias de eritrocitos (CFU-E), unidad formadora de
colonias granulomonociticas (CFU-GM) y unidad formadora de colonias

megacariociticas (CFU-Mg).”?
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Figura 4. Clasificacion de la Leucemia

Clinica y patolégicamente, la leucemia es subdividida en una variedad de grandes
grupos Figura 4 y 6. De acuerdo a la Evolucion se clasifica en AGUDA vy
CRONICA.*®

Leucemia Aguda: esta caracterizada por un rapido incremento en el nimero
de células sanguineas inmaduras. El hacinamiento debido a estas células hace
que la médula ésea sea incapaz de producir células sanguineas sanas. En este
tipo de leucemias se requiere un tratamiento inmediato debido a la rapida
progresion y acumulacion de células malignas, las cuales entonces se extienden al
torrente sanguineo y se propaga a otros 6rganos del cuerpo. Las formas agudas
de la leucemia son las formas mas comunes de leucemia en nifios. '8

Leucemia Crénica: es caracterizada por la excesiva acumulaciéon de células
sanguineas relativamente maduras, pero aun anormales. Tipicamente toma
meses o afnos el progreso de la enfermedad, las células anormales son producidas
en una tasa mucho mayor que las células normales, resultando en muchos

glébulos blancos anormales en sangre. Mientras que la leucemia aguda debe ser
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tratada inmediatamente, las formas cronicas son algunas veces monitoreadas por
algun tiempo antes del tratamiento para asegurar la maxima efectividad de la
terapia. La leucemia cronica ocurre principalmente en gente mayor, pero
tedricamente puede ocurrir en cualquier grupo de edad. 8
Adicionalmente, las leucemias son subdivididas de acuerdo al tipo de célula

sanguinea que se ve afectada. Esta division separa las leucemias en Leucemias
Linfoblasticas o Linfoides y Leucemias Mieloblasticas o Mieloides. *®

En las Leucemias Linfoblasticas o linfoides, el cambio canceroso tiene
lugar en un tipo de célula de la médula ésea que normalmente pasa a formar los
linfocitos, los cuales son las células del sistema inmune que combaten infecciones.
La mayoria de las leucemias linfoblasticas involucran un subtipo especifico de
linfocito, los linfocitos B. *

En las Leucemias Mieloblasticas o Mieloides, el cambio canceroso tiene
lugar en un tipo de célula de la médula 6sea que normalmente pasa a formar

glébulos rojos, algunos otros tipos de glébulos blancos y plaquetas. '8

sanguinea

Célula madre mieloide Célula madre linfoide

(o\.

Mieloblasto Linfoblasto

Granulocitos / l \
=,  Basbfilo
i AT
G 9 9 @
) Linfocito B @ Linfocito

- \ v Linfacito T  citolitico
-,‘?‘e & 2 natural
J

Glébulos rojos

T
Plaquetas Glébulos blancos

Figura 5. Esquema de desarrollo celular de la Serie Mieloide y
Serie Linfoide en médula ésea. (Tomado y modificado de
Taringa.net) *
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Figura 6. ARBOL DE LA LEUCEMIA. En 1900 la leucemia no
era vista como una sola enfermedad, sino mas bien parecido
a un arbol con dos ramas principales que representan el tipo
de serie celular: Linfoide o Mieloide, a su vez cada rama se
subdivide en un tipo de leucemia dependiendo de la
evolucion de la misma: Crénica o Aguda. (Tomado y
modificado por TLFBB et al. 2001

Leucemia Mieloide Aguda (LMA): También conocida como leucemia
mieldgena aguda y leucemia aguda no linfoblastica, es un grupo de trastornos
malignos caracterizados por el reemplazo en médula ésea de células normales por
células hematopoyéticas primitivas, lo cual si no se trata, evoluciona hacia la
muerte, por lo regular por infeccibn o hemorragia, o ambas. La leucemia aguda
comienza en una célula progenitora hematopoyética que se transforma en una
célula que es incapaz de diferenciarse normalmente; muchas de estas células no
poseen la caracteristica normal de la apoptosis o muerte celular programada, lo
cual resulta en células con vida prolongada y proliferacién clonal sin restriccion.®

Con frecuencia, la leucemogénesis esta asociada a alteraciones
cromosomicas y transformaciones génicas. Hay translocaciones especificas para
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algunos subtipos particulares de LAM, como es el caso de la leucemia
Promielocitica Aguda (LPA) con una translocacion entre los cromosomas 15
y 17(Tabla Ill). Debido a que las células transformadas (malignas) carecen de
autorregulacidn en su crecimiento, esto representa una “ventaja” sobre las células
hematopoyéticas normales, lo cual resulta en una acumulacion de células
anormales con defectos funcionales cuantitativos; una de las principales causas
de morbilidad y mortalidad es la deficiencia funcional de las células
hematopoyéticas maduras normales debido a la presencia de numerosas células

malignas.18

Tabla lll
La Clasificlzgcién Franco—Americano—Britanica (FAB) divide la Leucemia Aguda Mieloblastica en 8
subtipos:

TIPO DE
) CRITERIO PARA EL <2 >2
CLASlE,IACBACION NOMBRE COMUN DIGANOSTICO HISTOQUIMICA AROS AROS
Leucemia
M mieloblastica aguda
0 L Y
sin diferenciacion
localizada.
Mas de 90% de
blastos de células no
Leucemia eritroides, 10% de 32
M1 mieloblastica aguda | células con MP+ 4 (17%) (25%)
sin maduracion. granulocitos en °
maduracion o
monocitos
Blastos de 30 a 89%
de células no
Leucemia eritroides mayores de 34
M2 mieloblastica aguda | 10% en granulocitos MP+ _ (27%)
con maduracion. en maduracion. °
Menos de 20% de
monocitos
L . Mas de 20% de
eucemia . .
) . promielocitos
promielocitica anormales
M3 aguda (con . MP+ _ 6 (5%)
., hipergranulares,
translocacion .
) Bastoncillos de Auer
t(15;17)).
comunes
Citoplasma granular
L . fino en promielocitos;
eucemia .
romielocitica el pucleo puede ser
M3V P . reniforme; la MP+ _ _
aguda (variante . .
4 microscopia muestra
microgranular) - .
multiples granulos
0SCUros primarios.
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Blastos >30% de
células no
eritroides; mas de
20% pero menos
de 80% de las

Leucemia células es de linaje o
M4 mielomonocitica monocitico; el ,\II\ASPE++ 7(30%) 33(26%)
aguda (LMMA). conteo sanguineo
de monocitos es
de mas de
5x106/ml, o valor
alto de lisozima
sérica o NSE.
. Eosindfilos
Leucemia anormales con
mielomonocitica ranulos MP+
M4eo aguda 9 if NSE+ _ _
con eosinofilia en especilicos . y Eo-PAS+
. . grandes granulos
médula ésea. e
basdfilos.
Mas de 80% de
células no
eritroides se
constituye por
monoblastos,
Leucemia promielocitos o)
M5 monocitica aguda monocitos; los NSE+ 12(52%) | 20(16%)
(LMoA). Mb5a: 80% abarca
monoblastos; los
M5b: 10% de los
monocitos
comprende
monoblastos
Mas de 30% de
células no
. . eritroides se
Eritroleucemia
aguda; son conforman por
M6 y blastos, pero PAS+ _ 3(2%)
precursoras de S50% de célul
. . (s} ulas
glébulos rojos. A
de la médula
comprende
eritroblastos.
Mas de 30% de
Leucemia células no Peroxidasa
M7 megacariocitica eritroides  abarca plaquetaria _ 5a7%
aguda. megacarioblastos, +ME
mielofibrosis

MP, Mieloxidasa Positiva; NSE enolasa neurona especifica; PAS, acido periddico de Schiff; ME, microscopia

electronica

2.2 Caracteristicas de la Leucemia Promielocitica Aguda

2.2.1 Manifestaciones Clinicas

El nino con LPA se puede presentar con muy pocos sintomas, o bien, el

primer signo de leucemia quiza sea la infeccion o hemorragia que pongan en

riesgo la vida. Al momento del diagndstico, se estima que hay 1,012 células
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leucémicas. Los signos y los sintomas por lo general reflejan disminucion en la
produccion de células hematopoyéticas, lo cual conduce de modo inevitable a la
anemia, infeccion o hemorragia, o ambas, de distintos grados.18

La infiltracion extramedular por lo regular ocurre en piel y mucosas, por
ejemplo, leucemia cutis que es una manifestacion muy frecuente en el neonato.*®
La coagulacion intravascular diseminada (CID) puede aparecer en cualquier
subtipo de LMA, pero es un dato en extremo habitual en pacientes con LPA debido
a la actividad tromboplastica de los granulos de los promielocitos. La CID se
acelera cuando las células sufren lisis con el inicio de la quimioterapia y muchos
investigadores recomiendan el uso de pequefias dosis de heparina profilactica
durante la fase de induccién a la remisién en todos los pacientes con LPA.*®

D Challenger Sample Photo

e

M

Figura 7. Paciente pediatrico con Coagulacion Intravascular Diseminada (CID) (Tomada y
modificada de unav.es) *°

El conteo absoluto de neutrofilos (CAN, que es la suma de los
polimorfonucleares y los banda) de los individuos con LPA se encuentra con
frecuencia reducido (menos de 1000/mm?®) y ligado a infecciones bacterianas de
pulmodn, senos paranasales, encias, dientes, area perianal y piel, y quiza sea el

primer signo de leucemia.*®
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En ocasiones, la sangre periférica contiene pocos o ningun blasto a pesar de
que en la médula ésea se encuentra hipercelular con 80 a 90% de blastos.
Aproximadamente una cuarta parte de nifos con LPA tiene un conteo de
leucocitos al momento del diagndstico mayor de 100,000.®

La hepatomegalia o esplenomegalia ocurren en mas de 50% de los nifos
con LPA. El crecimiento masivo de los ganglios linfaticos se observa en el
momento del diagndstico en menos de 25% de los casos, y es mas frecuente con
enfermos con leucemia con un componente monocitico (M4 y M5). Cloromas,
mieloblastos y sarcoma granulocitico son tumores pequefios que se presentan en
pacientes con LPA y que pueden aparecer con una coloracién verdosa en la
superficie de corte debido a la presencia de enzima mieloperoxidasa; tal vez
surjan en huesos o tejidos blandos; con frecuencia se localizan en la region orbital

y el area epidural.*®

Bazo e higado agrandados
(hepatosplenomegalia)

FADAM.

Figura 8. Hepatomegalia y esplenomegalia (Tomado y
modificado de infectologia pediatrica.com)®®

2.3 Tratamiento
La introduccién del acido transretinoico (ATRA) en el tratamiento de la LPA

ha significado un extraordinario avance en el manejo de este tipo particular de

leucemia, y su empleo, combinado con la quimioterapia, ha logrado mejorar
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significativamente la sobrevida y el porcentaje de curacion de estos
pacientes.?%?1??

El acido transretinoico es un metabolito natural de retinol y pertenece a la
clase de retinoides, incluyendo a los analogos naturales y sintéticos. Los
estudios in vivo realizados con el ATRA han demostrado la induccidn de la
diferenciaciéon y la inhibicion de la proliferacion celular en las lineas celulares
hemopoyéticas transformadas, incluyendo las lineas celulares de leucemia
mieloide humana.?®

Uno de los mas importantes avances en el conocimiento de la patogénesis y
del tratamiento de la LPA ha sido el aclarar la paradoja aparente de que la
destruccion del RARa provocada por la translocacion PML-RARa bloquea la
diferenciacién del promielocito, mientras que la administracion de un ligando a
dicho RARa (acido retinoico en forma de acido t-retinoico o tretinoina) permite la
diferenciacion de las células leucémicas.?* 2 %

El receptor al acido retinoico posee varias regiones funcionales que regulan
la union al DNA, la interaccion con varios co-activadores y co-represores y los
receptores para varios ligandos, entre ellos el acido retinoico. El llamado complejo
de represion transcripcional modifica la cromatina en las células normales
impidiendo la transcripcidén, pero son suficientes concentraciones fisioldgicas de
acido retinoico para desplazar dicho complejo. 2* 2>

En el caso de la LPA, los promielocitos leucémicos muestran una mayor
cantidad de complejo de represion, debido a la expresién del receptor procedente
de la translocacion. Por lo tanto, son necesarias concentraciones farmacologicas

de &cido retinoico para permitir la activacion de la transcripcion. 24 2
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La introduccién del acido all-trans-retinoico (ATRA) en la terapia inicial de la
LPA, representa uno de los grandes avances en el tratamiento del cancer en el ser
humano. En la década pasada, varios estudios multicéntricos usando ATRA y
combinaciones de quimioterpia basada en antraciclina, han reportado excelente
respuesta que excede del 70%. Se han utilizado diferentes esquemas de
tratamiento, desde monoquimioterapia hasta combinacion de agentes de
quimioterapia logrando buenos resultados, pero la respuesta para nifios y adultos
con LPA ha cambiado dramaticamente desde la introduccion de la terapia con
ATRA?

Esta contribucién al tratamiento fue hecha por el grupo de Shanghay en
1988, el doctor Huang Meng-er, quien con el uso del acido ATRA logré remision
completa sin estados de comorbimortalidad grave por CID. La incorporacién del
ATRA como agente de diferenciacion no citotéxico es valorado como el primer
modelo de terapia dirigido a las alteraciones moleculares; este medicamento
cambié el tratamiento, el prondstico y el seguimiento de la LPA.?

Sobre las bases de estudios multicéntricos, las recomendaciones para el
tratamiento de pacientes con LPA incluyen ATRA y quimioterapia basada en
antraciclina para la induccion a la remision, quimioterapia basada en antraciclina
para la consolidaciéon y ATRA combinada con dosis baja de quimioterapia para el
mantenimiento. Otros estudios han demostrado que las antraciclinas solas son
igualmente efectivas en inducir remisiones completas, en particular con

idarrubicina en pacientes nuevos con LPA.?
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Figura 9. Mecanismo de accién del ATRA (Tomado y modificado
de elrincondelamedicinainterna.blogspot.com) 3

2.3.1 Fases del Esquema De Tratamiento.
Tratamiento de Induccion ala remision.

+ Acido All-trans retindico, se administrara desde el dia 1 por via oral a la
dosis de 25 mg/m?/dia (redondeando al mas préximo multiplo de 10 por
arriba) fraccionado en 2 tomas. El ATRA continuara hasta lograr la remision
completa o hasta un maximo de 90 dias en caso de persistencia de
promielocitos anormales en la médula dsea.

¢+ ldarubicina, 12 mg/m? los dias 2, 4, 6 y 8 de tratamiento por infusion

intravenosa de 20 minutos. 2

Tratamiento posremision.
Consolidacion.

Los pacientes que logren remisién, una vez se haya producido la
recuperacion hematolégica (PMN> 1500/mm3 y plaquetas > 100.000/mm3),
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recibiran tres ciclos sucesivos de quimioterapia de consolidacion con intervalo de
cuatro semanas si la recuperacion hematoldgica entre ciclos lo permite. 2
Primer ciclo de consolidacion.
+ ldarubicina: 5 mg/m?#dia en infusién intravenosa de 20 minutos los dias 1,
2, 3y 4 del ciclo.
+ ATRA: 25 mg/m?dia fraccionado en dos tomas los dias 1 a 15 del ciclo. 2
Segundo ciclo de consolidacion.
+ Mitoxantrone: 10 mg/m?dia en infusion intravenosa de 20 minutos los dias
1, 2 y 3 del ciclo.
¢+ ATRA: 25 mg/m?#dia fraccionado en dos tomas los dias 1 a 15 del ciclo. 2
Tercer ciclo de consolidacion.
¢+ Idarubicina: 12 mg/m?/dia en infusién intravenosa de 20 minutos el dia 1
del ciclo, dosis unica.
+ ATRA: 25 mg/m?#dia fraccionado en dos tomas los dias 1 a 15 del ciclo. 2
Mantenimiento
Se inicia cuatro semanas después del ultimo ciclo de consolidacion, previa
valoracion de la recuperacion hematolégica (PMN> 1500/mm3 y plaquetas >
100.000/mm3) y se aplicaran seis ciclos (duracién total del tratamiento dos afios).?
¢+ 6-Mercaptopurina (6-MP): 50 mg/m?/dia via oral repartir el total de la dosis
en la semana.
¢+ Metotrexate (MTX): 15 mg/m?/semanal, por via oral. La dosis de 6-MP y
MTX seran reducidas al 50% si la cifra de leucocitos es menor de

3.500/mm3 y suspendida si es menor a 2.500/mm3. ?
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¢+ ATRA: 25 mg/m?/dia via oral fraccionada en dos tomas, durante 15 dias
cada tres meses. El primer curso de mantenimiento con ATRA se
comenzara 3 meses después de finalizar la consolidacion. Durante los dias
de administracion de ATRA se interrumpira el tratamiento con MTX y 6-

MP.2

2.4 RT - PCR en Tiempo Real

La PCR en tiempo real puede generar amplicones muy pequenos (desde 60
pb) lo que la hace ideal para la deteccién de cambios cuantitativos en la expresién
génica durante el curso de alteraciones celulares patolégicas como la LPA, asi
como para la cuantificacion de niveles de ARNm en muestras de tejidos con ARN
parcialmente degradado.?’

Una caracteristica importante de la PCR en tiempo real es su amplio rango
dinamico. Esto implica que una amplia gama de ratios en los genes a estudiarse y
en los genes normalizadores puede analizarse con similar sensibilidad y
especificidad. ?’

En esta prueba el productode la PCR se mide al final de cada ciclo.
Los datos pueden ser analizados mediante un software informatico y el numero de
copias de ARNm o la expresidon génica relativa entre varias muestras puede

calcularse.?’

2.4.1 Transcripcion reversa en la PCR en tiempo real
Una limitacion de la PCR en tiempo real es que se debe utilizar ADN como
secuencia diana, ya que las ADN polimerasas no pueden amplificar ARN de una
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manera similar. Este problema se puede superar mediante el uso de la enzima
transcriptasa inversa para generar cDNA a partir de una plantilla de ARN.?®
Hay varias transcriptasas inversas utilizadas comunmente, entre ellas tenemos la
transcriptasa inversa del virus aviar de mioblastosis y la transcriptasa inversa
del virus de leucemia murina, siendo la primera la mas robusta de ellas. También
es posible usar mezclas de transcriptasas inversas, pudiendo estas dar lugar a
una mejor eficiencia de la transcripcidén inversa que las enzimas de componente
individual.”®

Por esta razén la PCR en tiempo real con transcriptasa inversa (RT-PCR en
tiempo real) se ha convertido en el método de eleccidén para realizar un examen
rapido y cuantitativo de la expresion de genes especificos, lo que no seria posible
con anteriores metodologias.?®

Por ultimo, es importante mencionar que dado que la PCR en tiempo real y la
transcripcion reversa se utilizan en combinacion, la sefal final obtenida en RT-
PCR en tiempo real dependera de la eficiencia de la reaccion de la transcriptasa
inversa.”®
Una de las mas importantes ventajas de la PCR en tiempo real es que
el proceso completo se realiza en el termociclador. Esta caracteristica ayuda a
disminuir el riesgo de posterior contaminacion en el laboratorio y permite aumentar
el rendimiento de la prueba en tiempo real.?® Para obtener estos resultados,
este sistema incluye dos componentes: elementos O6pticos integrados al
termociclador y marcadores fluorescentes que proporcionan informacion acerca

de amplificacién a lo largo de los ciclos de la PCR.*
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Hay dos clases principales de marcadores fluorescentes para la PCR en tiempo
real: genéricos y especificos. Las técnicas que usan marcadores fluorescentes
especificos emplean sondas de acidos nucleidos que se unen a amplicones
especificos (producto de PCR). Los métodos que utilizan sondas fluorescentes
tienen la ventaja de ser muy precisos y evitar posibles artefactos o secuencias
inespecificas presentes en el producto de la PCR.*

La deteccion genérica se basa en la utilizacidn de colorantes que se unen a
todas las secuencias de doble cadena de ADN en una reaccion de PCR (figura
10). Una vez que el colorante se une al acido nucleido formado en la reaccion,
este emite una sefial fluorescente que se procesa en tiempo real.*® Por lo tanto, un
aumento del producto de la PCR conduce a un aumento de la fluorescencia
detectada en cada ciclo de la PCR; esto permite que las concentraciones de ADN

o ADNc puedan ser cuantificadas.*

%
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Figura 10. Los marcadores fluorescentes genéricos en la PCR en tiempo real emiten una seial
luminosa para todas las secuencias de doble cadena. Esta sefial luminosa puede ser medida
posteriormente. (Tomado y modificado de monografias.com) %8
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ll.  JUSTIFICACION

Hoy en dia, la mortalidad por cancer infantil en el ambito mundial y en
especial en México pudiera disminuirse si la prevencion y la deteccion temprana
fueran factibles de manera sistematica. Sin embargo, estos aspectos en los paises
en vias de desarrollo son limitados, debido a la restriccion de recursos financieros,
técnicos y al limitado conocimiento epidemioldgico del cancer en estas naciones.
En el presente trabajo, se pone de manifiesto la importancia de la aplicacién de
estudios a nivel genético como el RT-PCR en tiempo real. Esta técnica permite
llevar a cabo la deteccion del gen hibrido PML-RARa que esta presente en todos
los pacientes que padecen de LPA.*® Esta técnica ha demostrado ser
extraordinariamente util en el diagndstico rapido de esta enfermedad y en la
deteccion de la enfermedad minima residual (EMR), asi como también para
evaluar la efectividad durante cada fase del tratamiento, esto ultimo es de vital
importancia ya que de no haber un monitoreo de la evolucién de la enfermedad en
cada fase del mismo, el paciente podria entrar en recaida, lo cual una vez sucede,
disminuyen enormemente las posibilidades de supervivencia para el paciente.
Por lo anterior se puede afirmar que la técnica de RT-PCR en tiempo real, permite
evaluar la sobrevida del paciente y evidenciar la remisién total de la enfermedad.
[ll. HIPOTESIS

El monitoreo molecular del gen hibrido PML-RARGa, en pacientes pediatricos
con LAP mediante la técnica de RT-PCR en tiempo real, permitira llevar a cabo
un seguimiento preciso de la enfermedad en cada fase del tratamiento asi como

también se podra establecer la remision de la enfermedad al final del mismo.
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IV. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General
Monitorear la respuesta de los pacientes pediatricos con Leucemia Aguda
Promielocitica (LAP), durante el tratamiento con ATRA y hasta la remisién

completa, usando como herramienta la técnica de RT-PCR tiempo real.

5.2. Objetivos Particulares

5.2.1. Aplicar la técnica de RT-PCR en tiempo real para detectar la presencia del
gen hibrido PML-RARa en el seguimiento de la Leucemia Promielocitica Aguda.
5.2.2. Evaluar la respuesta al tratamiento mediante la cuantificacién molecular del

gen hibrido PML-RARa durante cada fase del mismo.
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VI. MATERIAL Y METODOS
Se incluyeron 5 pacientes pediatricos diagnosticados con LAP en 2008, 3 de
género femenino y 2 de género masculino, los cuales recibieron tratamiento

especifico con ATRA y quimioterapia durante dos anos.

6.1 Caracteristicas de los pacientes para tratamiento con LPA
Criterios de Inclusion
1. Edad <18 afios.
2. Diagnostico morfolégico de LPA (FAB M3 o M3 variante) t(15;17).72°2 !
3. LPA con morfologia atipica pero con reordenamiento PML-RARa detectado por
RT-PCR tiempo final.
5. Consentimiento informado de los padres y/o paciente de aceptacién del
tratamiento.
Criterios de Exclusion.
1. Tratamiento oncolégico previo
2. Contraindicacién para quimioterapia intensiva, principalmente al uso de

antraciclinas

3. Creatinina sérica: Mas de 3 veces el valor normal
4. Bilirrubinas, fosfatasa alcalina, AST, ALT mas de tres veces el valor normal
5. Prueba de embarazo positiva segun edad

6.2. Estudios confirmatorios de Laboratorio (Laboratorio de Hematologia-
Oncologia)
a) Aspirado de Médula Osea
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b) Inmunoatipificacion por Citometria de Flujo
c) Citogenética (Cariotipo)

d) RT-PCR punto final

6.3 RT-PCR en tiempo real

Se basé en la obtencion del RNAm, transcribirlo a cDNA y mediante cebadores
especificos amplificar la fusion del gen PML-RARa. El tiempo de diagndstico oscild
entre 1y 2 dias. Esta técnica tuvo la ventaja de ser altamente sensible, especifica
y util para el seguimiento.

El PCR en tiempo real nos permitié cuantificar la carga tumoral util en la deteccién

de la enfermedad residual y seguimiento de la respuesta terapéutica. 2

6.3.1 Procedimiento para la extracciéon de RNA con alta pureza utilizando el

kit High Pure RNA Isolation cat. n0.11828665001 Roche

1. Se agregd 1 ml de buffer de lisis de células rojas en un tubo estéril de 1.5ml.

2. Se agregaron 500ul de sangre y se mezclaron por inversion durante 10 min.

3. Se centrifugaron durante 5 minutos 500 x g.

4. Con una pipeta se removi6 cuidadosamente el sobrenadante

5. Se agregé 1 ml de buffer de lisis de células rojas al pellet blanco y se
homogenizo hasta que el pellet estuvo resuspendido (no se utilizé vortex).

6. Se centrifugd durante 3 minutos a 500 x g.

7. Con cuidado, se removi6 el sobrenadante y se resuspendio el pellet blanco en
200ul de PBS.

8. Se agregaron 400ul de buffer de unién/lisis (tapdn verde) y se homogenizaron

con vortex durante 15 segundos.
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9. Se transfirié la muestra a un tubo para filtrarlo con alta pureza:

10.Se inserto el filtro en un tubo para colectar.

11.Se adiciondé toda la muestra (maximo 700ul).

12.Se centrifugd durante 15 segundos a 8000 x g.

13.Después de centrifugar: se removio el filtro del tubo colector, decantando el
sobrenadante.

14.Se insert6 el filtro en otro tubo colector.

15.Después de insertado el tubo: Se agregd 90 ul de buffer de incubacion DNAsa
(tapon blanco) en un tubo estéril, y se agregd 10ul de DNAsa |, se mezclo y se
agrego la solucién al filtro. Se dejo incubar durante 15 minutos a 15-25 °C.

16.Se agregaron 500ul de buffer de lavado 1 al filtro y se centrifugd 15s a 8000 xg.

17.Se decantd el sobrenadante y se coloc6 nuevamente el filtro con el tubo
colector usado.

18.Se agregaron 500ul de buffer de lavado Il (tapon azul) al filtro y se centrifugd
durante 15 segundos a 8000 xg.

19.Se decant6 el sobrenadante y se colocd nuevamente el filtro al tubo colector.

20.Se agregaron 200 pul de buffer de lavado Il (tapdn azul) al filtro y se centrifugd
durante 2 minutos a maxima velocidad (aprox.13000 x g) para remover
cualquier residuo del buffer de lavado.

21.Se decanto el tubo colector y se insert6 el filtro en un tubo estéril de 1.5ml.

22.Se eluyo el RNA y se agregaron de 50-100ul de buffer de Elusion al filtro.

23.Se centrifugd durante 1 minuto a 8000 xg.

24 El tubo contuvo al RNA y se pudo utilizar directamente para RT-PCR o

almacenarlo a —80°C para un analisis posterior.
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6.3.2 Procedimiento para la sintesis de cDNA en el Termociclador modelo

LightCycler de la casa comercial Roche

1.

En tubos de 0.2 ml libres de RNAsas Se agregd 10ul del RNA, control positivo,
control negativo segun sea el caso mas 4ul del primer de cDNA y se mezclé
bien con pipeta automatica hacia arriba y hacia abajo 10 veces.

Se incubd a 65°C por 10 minutos.

Inmediatamente después se colocaron los tubos en una cama de hielo frappe.
Se agregaron 11ul de la mezcla de sintesis de cDNA la cual se preparé
PREVIAMENTE

Se incubd a 37°C durante 90 minutos.

Se agregaron 25ul de agua libre de DNAsas y RNAsas.

Se dejo incubar a 95°C por 5 minutos.

Se corrieron las muestras en el termociclador con el siguiente programa y se

colocaron en hielo.

Tabla IV. Programa de Ciclos para el Termociclador LightCycler de Roche

Paso Temperatura y tiempo Ciclos
1 15 minutos a 95° 1

30 segundos a 95°c
2 30 segundos a 58°c 25
1 min. 30 seg. A 72°

3 Enfriara4°c Infinito
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6.3.3 Procedimiento para la amplificacion por RT-PCR tiempo real

1. Realizar mezcla de reaccién de acuerdo a los siguientes reactivos

Tabla V. Reactivos para mezcla de reaccion para amplificaciéon de cDNA

Buffer PCR 10X

dNTPs

HotStarTag DNA polimerasa

H,O

VII. RESULTADOS

Todos los casos fueron de diagndstico reciente y se pudo detectar la presencia del
gen hibrido PML-RARa, asi como realizar su cuantificacion por RT-PCR Tiempo
Real (estado basal).

Durante el monitoreo de cuantificacion molecular del gen hibrido PML-RARa en
las diversas fases del tratamiento con ATRA (Figura 7) se observo que:

1.- Al finalizar el tratamiento de inducciéon se mostré un decremento considerable,
en la cuantificacion del gen, en 4 de los casos (80%) y un incremento en un solo
caso (20%).

2.- De los 5 casos estudiados al finalizar la consolidacion, 3 (60%) presentaron
PCR-negativo en el monitoreo, 1 caso decremento su valor del gen pero aun asi

mantenia PCR-positivo, y 1 de los casos abandono el tratamiento.
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3.- Un ano después del tratamiento de consolidacion y mantenimiento se
analizaron molecularmente a los 4 casos (100%), todos presentando PCR-
negativo, por lo que los pacientes se mantuvieron en remision molecular y
hematologica.

4.- Dos afios después el estudio molecular de los 4 pacientes (100%) se presento
negativo. Los pacientes completaron su protocolo de tratamiento y el tratamiento
fue suspendido para entrar en la fase de cese.

5.- Dos de los casos (50%) presentan PCR negativo después de los cuatro meses
de cese del tratamiento, 2 de los pacientes (50%) estan en proceso de completar

los cuatro meses de cese por lo que todavia no se realiza el monitoreo.
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VALOR RELATIVO (No. Copias)
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Figura 11. Grafico del monitoreo molecular mediante la técnica de RT-PCR tiempo real

de 5 casos con LAP, durante cada fase del tratamiento.
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VIII. DISCUSION DE RESULTADOS

En la actualidad se sabe que la LPA tiene una serie de caracteristicas que hacen
que se considere como una emergencia hematolégica y enfatizan la necesidad de
un diagndstico rapido y preciso. Asi mismo esta claro que requiere de un
tratamiento el cual es especifico en comparacion con otros tipos de LMA (Tabla
1. *°

Todos los estudios realizados hasta el momento demuestran la importancia de la
técnica molecular RT-PCR en tiempo real, como complemento del analisis
citogenético convencional, en aquellos pacientes donde se sospeche una LAP.
Por otra parte, los ensayos clinicos realizados han demostrado que los pacientes
con un cariotipo en los cuales se detecta molecularmente el reordenamiento PML-
RARa, tienen el mismo pronéstico favorable que aquéllos que se identifican
citogenéticamente por la presencia de la translocacion. Esto constituye otra razén
muy importante para indicar el estudio molecular en los pacientes cuya morfologia
haga sospechar una LAP.*% 3133

La técnica molecular no solo es mas rapida (se puede tener el resultado en un
dia), sino que permite detectar siempre la presencia del gen hibrido y ademas
contar con un marcador con una gran sensibilidad para confirmar la remisién.
También permite tener una confirmacion objetiva de la remisidn morfoldgica, lo
que posibilita distinguir entre la regeneracidon medular y la persistencia de la
enfermedad, que puede ser particularmente problematica en este subtipo de LMA,
por lo que resulta de vital importancia mantener un seguimiento puntual y preciso
de la evolucion y respuesta del paciente en cada fase del tratamiento con ATRA
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(Figura 11), con el propésito de detectar oportunamente una posible recaida, que
de no ser detectada a tiempo dejaria al paciente sin posibilidades de
supervivencia, pues una vez que un paciente recae ya no tiene cura alguna.

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman la importancia practica en el
diagndstico y seguimiento de esta enfermedad, en cada una de las fases de
tratamiento, ya que los 4 pacientes (100%) respondieron favorablemente al
tratamiento con ATRA %" %

Se puede ver claramente en la grafica (Figura 11), que la remisién de la
enfermedad comienza a verse en 4 de los cinco pacientes iniciales, a los 3 meses
de comenzado el tratamiento, especificamente en la fase de Induccién, llegando a
un nivel minimo en la fase de consolidacion a los 6 meses de iniciado el
tratamiento. Este mismo comportamiento se mantiene hasta la fase de remision y
de cese a los 28 meses de iniciado el tratamiento con ATRA. Estos resultados

coinciden con lo reportado en la literatura.®'

38

Q.F.B. César I. Rodriguez Ramirez



IX. CONCLUSIONES

v El monitoreo de progresion de la enfermedad en pacientes pediatricos con
LAP empleando la técnica de RT-PCR en tiempo real tiene un importante
valor pronostico, ya que existe correlacion entre el estado clinico del
paciente y el numero de copias encontradas del gen hibrido PML-RARa en
las diferentes etapas del tratamiento.

v' Mediante el seguimiento molecular de la enfermedad por medio de la
técnica de RT-PCR en tiempo real durante cada fase del tratamiento, se ha
podido comprobar su eficacia desde el comienzo en la fase de induccion
hasta la fase de final de remision, logrando un mejoramiento visible en cada
uno de los cuatro pacientes (100%)

v" Con el monitoreo de la enfermedad por RT-PCR en tiempo real se ha
podido establecer la remision de la enfermedad hasta Enero de 2011 en
cuatro de los pacientes (100%).

v' La técnica de RT-PCR en tiempo real ha demostrado ser una herramienta
esencial complementaria al analisis citogenético basico, para la deteccion
de la translocacion genética que es caracteristica unica y da origen a la
LPA, para de esta forma poder obtener un diagndstico rapido y preciso para

el paciente, lo que permite darle tratamiento de forma oportuna.
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