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Resumen

ANTECEDENTES: las leucemias agudas son la neoplasia maligna mds
frecuente en los nifios. La clasificacién inmunoldgica, citogenética y
molecular han repercutido de manera importante en la determinacién
del pronéstico y del esquema de tratamiento adecuado. En México se
ha logrado definir el linaje de las células afectadas debido al inmu-
nofenotipo; sin embargo, la clasificacién molecular se ha limitado a
las translocaciones en leucemias agudas.

OBJETIVO: evaluar el panel de 28 alteraciones genéticas en pacientes
pediatricos con diagnéstico de leucemia aguda.

MATERIAL Y METODO: estudio descriptivo, trasversal y prospecti-
vo, efectuado de enero de 2013 a noviembre de 2014, en el que se
evaluaron 28 translocaciones con 80 puntos de ruptura del paquete
comercial RT-PCR HemaVision® (DNA-Technology Denmark) en
muestras de pacientes con leucemia aguda.

RESULTADOS: se incluyeron en el estudio 84 pacientes con diag-
n6stico de leucemia aguda: 67 con leucemia linfobldstica aguda y
17 con leucemia mieloide aguda. El grupo mas frecuente de edad
al diagnéstico fue de dos a tres afios. En 25 pacientes (40%) con
leucemia linfoblastica aguda y en 6 pacientes (35%) con leucemia
mieloide aguda identificamos una alteracién molecular y las altera-
ciones citogenéticas identificadas fueron las translocaciones t(12;21)
(8p13q22) y 1(9;22) (q34q11).

CONCLUSIONES: los resultados de la identificacion de las altera-
ciones moleculares permitieron al médico tener un recurso mas para
estratificar el riesgo de los pacientes que estaban clasificados con
riesgo habitual.

PALABRAS CLAVE: leucemia linfoblastica aguda, leucemia mielo-
blastica aguda, translocaciones.

.Revista de
ematologia

1 Direccidn de Investigacidn, Instituto Nacional de
Pediatria, Ciudad de México.

2 Departamento de Laboratorio Clinico.

3 Departamento de Investigacion en Salud Comu-
nitaria.

* Departamento de Hemato-Oncologia.

° Laboratorio de Investigacion en Biologia del Desa-
rrollo y Teratogénesis Experimental.

6 Subdireccién de Servicios Auxiliares de Diagndstico.
Hospital Infantil de México Federico Gomez, Ciudad
de México.

Recibido: enero 2017
Aceptado: marzo 2017

Correspondencia
Dra. Briceida Lépez Martinez
brisalm@yahoo.com.mx

Este articulo debe citarse como

Zapata-Tarres M, Sanchez-Huerta JL, Angeles-
Floriano T, Parra-Ortega | y col. Identificaciéon de
alteraciones moleculares en pacientes pediatricos
con diagndstico de leucemia aguda. Hematol Méx.
2017 abr;18(2):47-57.

47



438

Revista de Hematologia

Rev Hematol Mex. 2017 Apr;18(2):47-57.

Identification of molecular disorders in
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Abstract

BACKGROUND: Acute leukemias are the most common cancer in
childhood. Immunological and cytogenetics classification are main
prognostic factors and determine treatment. In Mexico, cytogenetic
classification has been limited.

OBJECTIVE: To evaluate a panel of 28 genetic disorders in pediatric
patients with diagnosis of acute leukemia.

MATERIAL AND METHOD: A descriptive, transversal, prospective
study, done from January 2013 to November 2014, in which we
analyzed 28 translocations with 80 breakpoints of the commercial
HemaVision® RT-PCR kit (DNA-Technology Denmark) in samples
from patients with acute leukemia.

RESULTS: 84 patients were included, 67 with acute lymphoblastic
leukemia and 17 with acute myeloid leukemia, the age group with
more cases was from 2 to 3 years. We identified 25 (40%) patients
with the acute lymphoblastic leukemia and 6 patients with acute
myeloid leukemia with some molecular cytogenetic alteration. The cy-
togenetic alterations identified were translocations: t(12;21) (8p13q22)
and t(9;22) (q34q11).

CONCLUSION: The results of the identification of the molecular al-
terations allowed the physician to have one more resource to stratify
the risk of those patients who were classified with habitual risk.

KEYWORDS: acute lymphoblastic leukemia; myeloid acute leukemia;
childhood; molecular cytogenetic alteration
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ANTECEDENTES

En la poblacion pediétrica los principales tipos
de cdncer son las leucemias, los tumores del
sistema nervioso central y los linfomas. En todo
el mundo se reporta una incidencia de cancer
en edad pediatrica de 100 a 180 por cada

1,000,000 de ninos por aho, con variantes en
cada pais.'?

Las leucemias agudas son la causa mas comin
de cancer en todo el mundo y constituyen la
enfermedad neopldsica maligna mds frecuente
de la edad pediatrica. Estados Unidos tiene
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incidencia de aproximadamente 3.4 casos por
100,000 individuos menores de 15 afos,” en
tanto que en México es de 57.6 casos por mill6n
de habitantes. La leucemia linfoblastica aguda
en nuestro pafs representa la segunda causa de
muerte en la poblacion de 5 a 14 afios, precedida
por los accidentes.?

Las leucemias agudas se caracterizan por la
produccion descontrolada y acumulacién de
células precursoras hematopoyéticas de la serie
linfoide o mieloide en la médula 6sea,* si bien
en la dltima década se han reportado progresos
significativos en el conocimiento de las anor-
malidades genéticas, moleculares y fenotipicas
que prevalecen en las leucemias agudas, la
comprension de los mecanismos de dafio a los
programas de desarrollo linfoide y mieloide es
aln deficiente.’ Las alteraciones en las vias de
diferenciacién celular como la proliferacién
incrementada, apoptosis disminuida y el incre-
mento de la autorrenovacién son alteraciones
que resultan en la produccién constante de
clonas leucémicas.®

De acuerdo con el linaje afectado, las leucemias
agudas se dividen en leucemia linfobldstica agu-
da y leucemia mieloblastica aguda. El subtipo
de mayor frecuencia es la leucemia linfobldstica
aguda, que constituye 85% de todos los casos
comunicados, mientras que la leucemia de
estirpe mieloide contribuye con 15% de ellos.”
Los indicadores clinicos y de laboratorio, como
la edad, respuesta al esteroide, respuesta a la in-
duccioén, cuenta de leucocitos, inmunofenotipo,
enfermedad extramedular, infiltracion al sistema
nervioso central y las pruebas citogenéticas y
moleculares se utilizan para clasificar los casos
en dos grupos de riesgo, lo que sera de utilidad
para determinar el tipo de tratamiento.?®

Los avances en el campo de la genética han
permitido estudiar con mayor precisién las
alteraciones genéticas. Los estudios citogenéti-
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cos y moleculares en las leucemias agudas son
importantes para el diagnéstico, la estrategia
terapéutica, el seguimiento y el pronéstico.?”

La identificacion de alteraciones moleculares
especificas es actualmente un elemento indis-
pensable para la estratificacién de las leucemias
en distintos grupos de prondstico para su trata-
miento adecuado. Entre los subtipos de leucemia
aguda se han descrito asociaciones especificas
con alteraciones cromosémicas que se utilizan
como factor prondstico y para estratificar gru-
pos de riesgo, aspecto importante para definir
alternativas de tratamiento. Hoy sabemos que
las alteraciones genéticas de las neoplasias
son, generalmente, los agentes causales de la
enfermedad y definen distintos comportamien-
tos bioldgicos, que se traducen en diferentes
comportamientos clinicos y finalmente en pro-
nésticos muy variables.'o

En el caso de las leucemias agudas, se estima
que incluso en 60% existe una alteracién cro-
mosémica, como las aneuploidias, rearreglos
estructurales, translocaciones, inversiones,
deleciones, monosomias y trisomias.? Las trans-
locaciones resultan en proteinas de fusion con
funciones anormales y potentes propiedades
oncogénicas. La fusion génica ETV6/RUNXT
(TEL/AMLT) resulta de la translocacion t(12;21)
(p12;921) y es la alteraciéon genética mas co-
mun en leucemia linfoblastica aguda infantil;
sin embargo, esta translocacién confiere buen
prondstico ya que se asocia con celularidad
de pre B y con leucocitos menores de 50,000/
pL. Asimismo, el gen MLL (leucemia de linaje
mixto) participa en mds de 50 fusiones génicas;
entre ellas, la fusion MLL-AF9 esta asociada con
leucemia mieloide aguda, mientras que la fusion
MLL-AF4 t(4;11) (921;923) se ha documentado
incluso en 80% de las leucemias linfoblasticas
agudas en neonatos y alrededor de 2% de leu-
cemias linfoblasticas agudas de nifios mayores
de un ano, y la fusién gen BCR/ABL1 (breakpoint
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cluster region-Abelson) transcrito de fusién
resultante de la t(9;22) (gq34;q11) en 5% de las
leucemias linfoblasticas agudas pediatricas.'

La leucemia mieloblastica aguda es una enfer-
medad clinica y genéticamente heterogénea,
ademas de la respuesta inicial del paciente al
tratamiento, su prondstico esta determinado por
la existencia de anomalias citogenéticas. Varias
anomalias citogenéticas recurrentes, como el
reordenamiento 11g23, nos ayudan a predecir
el resultado en las leucemias agudas. Las prin-
cipales alteraciones descritas son rearreglos de
MLL en 18%, t(8;21) en 12%, t(15;17) en 12%,
Inv16 en 8%, delecién 9q en 2%. En menor fre-
cuencia se han reportado alteraciones FLT3-ITD,
CEBPq, entre otras mutaciones sin correlacion
clinica hasta este momento." Las leucemias
mieloblasticas agudas son leucemias que deben
tratarse con un esquema de tratamiento inten-
sivo; sin embargo, las que presentan la t(15;17)
reciben tratamiento con acido transretinoico,
con lo que han tenido tasas de supervivencia
mayor de 80%. Asimismo, la existencia de la
Inv16 se considera de buen pronéstico pudien-
do evitarse el trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas.'

El andlisis detallado de los rearreglos citoge-
néticos en las leucemias por varios afos ha
aportado informacién importante para aclarar
las incidencias de anormalidades individuales
y su significado prondstico.'**!

En el diagnéstico de la leucemia aguda es ne-
cesario detectar las alteraciones citogenéticas
y moleculares por dos objetivos principales: 1)
adecuar el tratamiento de un paciente como en
los casos de t(9;22) e Inv16, o en los pacientes
en los que se administraran medicamentos
especificos, como el acido transretinoico en la
leucemia promielocitica aguda con t(15;17), y
2) con ello tener la posibilidad de identificar
enfermedad minima residual y administrar los
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tratamientos correspondientes. El estudio ci-
togenético convencional se basa en metafases
que detectan una minoria de casos, aunado
a las limitaciones técnicas y del tiempo de
proceso. En la actualidad pueden usarse otros
métodos para la identificacién de aberraciones
cromosémicas, como Southern blot, reaccion
en cadena de la polimerasa (qPCR) en tiempo
real, PCR con transcriptasa reversa (RT-PCR),
entre otras.' En México, en las instituciones
plblicas y en algunas privadas la buasque-
da rutinaria de alteraciones citogenéticas y
moleculares en cada paciente con leucemia
aguda es limitada por la tecnologia y los costos
implicados.

El objetivo de este estudio fue investigar el
siguiente panel de 28 alteraciones genéticas:
del1(p32) (STIL-TALT), t(1;11) (p32;923) (MLL-
EPS15); t(1;11) (921;923) (MLL-MLLT11); t(1;19)
(923;p13) (TCF3-PBX1); t(3;5) (q25;q9q34)
(NPMT1-MLF1); t(3;21) (q26;922) (RUNXT-
MDST1/EVIT); t(4;11) (g21;923) (MLL-AFF1);
t(5;12) (q33;p13) (ETV6-PDGFRB); t(5;17)
(935;21) (NPM1-RARA); t(6;9) (p23;34) (DEK-
NUP214); 1(6;11) (g27;923) (MLL-MLLT4); t(8;21)
(922;922) (RUNXT-RUNXTTT1); t(9;9) (q34;934)
(SET-NUP214); t(9;11) (p22;923) (MLL-MLLT3);
t(9;12) (g34;p13) (ETV6-ABL1); 1(9,22) (q34;q11)
(BCR-ABL1); t(10;11) (p12;923) (MLL-MLLT10);
(11;17) (q23;921) (MLL-MLLT6); t(11;17)
(923;921) (ZBTB16-RARA); t(11;19) (q23;p13.1)
(MLL-ELL); t(11;19) (g23;p13.3) (MLL-MLLTT1);
t(12;21) (p13;922) (ETV6-RUNXT); t(12;22)
(p13;q11) (ETV6-MNT); t(15;17) (q24;921)
(PML-RARA); Inv(16) (p13;922) (CBFB-MYHT11);
t(16;21) (p11;922) (FUS-ERG); t(17;19) (q22;p13)
(TCF3-HLF); t(X;11) (q13;923) (MLL-FOXO4).

PACIENTES Y METODO
Estudio descriptivo, transversal y prospectivo,

efectuado de enero de 2013 a noviembre de
2014 y aprobado por los comités de Bioseguri-
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dad, Ftica e Investigacién, apegado a las normas
éticas del Reglamento de la Ley General de Salud
en Materia de Investigacion para la Salud y a la
Declaracion de Helsinki y sus enmiendas.

Se incluyeron pacientes menores de 18 afios con
leucemia aguda, atendidos en el Departamento
de Hemato-Oncologia del Hospital Infantil de
México Federico Gomez, estos nifios tenfan sin-
tomas sugerentes de leucemia aguda vy criterios
para realizacion de aspirado de médula 6sea. Se
informé y solicité consentimiento y asentimiento
a los padres de familia para realizar en la muestra
de médula 6sea la clasificacién morfolégica, in-
munolégicay la investigacion de las alteraciones
citogenéticas como objetivo del estudio. De los
pacientes incluidos se planteé una cédula con
la que se recolectaron los datos demograficos,
clinicos y de laboratorio.

Andlisis de reaccion en cadena de la polimerasa
por transcriptasa reversa (RT-PCR)

Se realiz6 un ensayo de RT-PCR anidada a través
del kit (HemaVision HV01-28N) para bldsqueda
de 28 translocaciones cromosémicas asociadas
con las leucemias agudas incluyendo mas de 80
puntos de ruptura, ademas de las variantes de
ensamblaje del ARNm asociado.

Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

Se obtuvo ARN a partir de muestras de médula
Osea, utilizando el kit de extraccion de ARN
QIAamp® RNA Blood Mini Kit (Qiagen). El ADN
complementario (ADNCc) se sintetiz6 mediante
el ARN previamente obtenido, utilizando el Mix
de ADNCc (primers) del paquete de HemaVision®
HVO01-28N vy transcriptasa reversa, buffer 5x,
DTT y dNTP. Ademas, se sintetiz6 ADNc utili-
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zando el paquete de sintesis Transcriptor First
Strand cDNA Synthesis Kit de Roche®.

Reaccion de PCR Master

Una vez que el ADNC se sintetizo, éste se utilizd
como molde para las reacciones de amplificacion
anidada (PCR-I, PCR-Il). Se utilizaron para todas
las reacciones mezclas de primers del paquete
de HemaVision® HV01-28N, asi como la ADN
polimerasa, el buffer 10x y los dNTPs. El producto
de la PCR-II se analiz6 a través de electroforesis
en un gel de agarosa a 1.5%. La banda control de
911pb correspondié al control de amplificacion,
indicando la integridad del ARN utilizado asi
como la funcionalidad de las reacciones de RT-
PCR. La existencia de alguna otra banda presente
indica la positividad para una translocacién, la
identificacion de esa translocacion se determina
a través de la PCR Split-Out.

PCR Split-Out

Cada reaccién de PCR Split Out se realizé con
el ADNCc (descrito previamente) utilizando s6lo
un par de primers especificos para cada translo-
cacién y un par de primers para el control de la
reaccion. Al igual que la PCR Master, consistié
en una PCR anidada, en donde el producto de
la PCR-II se analizé a través de electroforesis en
un gel de agarosa a 1.5%.

Se determiné que una muestra es positiva
para una translocacién cuando en ambas PCR
(Master y Split-Out) se observan bandas con un
peso molecular idéntico. El punto de ruptura
fue identificado por el nimero de reaccién al
que correspondié la PCR Split-Out, asi como
el peso molecular del amplicén especifico con
ayuda de la tabla proporcionada por el fabricante
(Figura 1).

51



52

Revista de Hematologia

PCR Split-Out

Paclente 1

1000pb

Figura 1. Muestra positiva para una translocacién
cuando en ambas PCR (Master y Split-Out) se observan
bandas con peso molecular idéntico. El punto de rup-
tura y peso molecular se identificaron por el nimero
de reaccién al que correspondié la PCR Split-Out del
amplicon especifico con ayuda de la tabla proporcio-
nada por el fabricante.

Ademds del estudio de las 28 translocaciones
detectadas a través del paquete de HemaVi-
sion® HVO01-28N, se verificaron por PCR en
tiempo real los siguientes transcritos: PML-RAR
t(15;17), BCR-ABL 1(9;22), AML-ETO t(8;21) e Inv
(16), utilizando el paquete LightMix® de Roche
DiagnosticsLightCycler®.

RESULTADOS

De 100 pacientes con diagnéstico morfolégico
e inmunolégico de leucemia aguda a quienes se
realizo el estudio de RT-PCR anidada en muestras
de médula 6sea de enero de 2013 a noviembre
de 2014 en el Hospital Infantil de México Fede-
rico Gémez, 16 pacientes se excluyeron por no
cumplir con la cantidad de ARN necesario para
el proceso del perfil de alteraciones moleculares.
De 84 pacientes, 51 eran varones. El grupo mas
frecuente de edad al diagndstico fue de dos a
tres afos con 20 pacientes (23%), seguido del
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grupo de cuatro a cinco afos con 13 pacientes
(15%). El grupo de menor incidencia fue el de
16 afios con 3 pacientes (3.5%). El 80% de los
pacientes (n=67) se diagnosticé con leucemia
linfoblastica aguda y 20% (n=17) con leucemia
mieloblastica aguda.

De los pacientes con leucemia linfoblastica agu-
da, se clasificé con riesgo habitual a 17 pacientes
(26%) y en riesgo alto a 50 (74%,; los principales
factores fueron la edad al diagnéstico e hiperleu-
cocitosis. Asimismo, se identificé a un paciente
categorizado como de riesgo habitual previo a la
identificacion de la alteracion molecular y con
el resultado positivo a una alteracion se incluy6
en el grupo de riesgo alto. De estos pacientes
55 (82%) respondieron adecuadamente al trata-
miento con esteroide y 12 (18%) tuvieron mala
respuesta al mismo.

En el grupo de pacientes con leucemia mie-
loblastica aguda (n=17), se observé respuesta
adecuada al primer ciclo de tratamiento en 14
pacientes (79%) y 3 (21%) de ellos no tuvieron
buena respuesta.

En 9% de los pacientes estudiados se identificd
infiltracion al sistema nervioso central y 91% de
las muestras de liquido cefalorraquideo fueron
negativas para células neopldsicas.

De los 84 pacientes 31 (37%) obtuvieron un
resultado positivo a alguna de las 28 translo-
caciones que se encuentran descritas en el kit
comercial (HemaVision), mientras que 53 (63%)
obtuvieron un resultado negativo para alguna de
estas translocaciones.

En el grupo de pacientes con leucemia linfoblds-
tica aguda (n=67), 25 pacientes (37%) tuvieron
un resultado positivo a una translocacion, de
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las cuales la mas comin (8 pacientes) fue la
1(9:22) (q34:q11) y en 7 la t(12:21) (p13:922),
el resto de las translocaciones fueron: t(11;19)
(q23,pp13.3), STIL(1p32) (TALI(1p32), t(8;21)
(q22422), t(4;11) (q21q23), 1(9;22) (q32q11),
MLL(11g23) AFFI(4g21.3). Cuadro 1

Al analizar los 25 casos positivos a las alteracio-
nes moleculares y relacionar la translocacion
con la respuesta clinica, se identificé que sélo
en 12% de los pacientes no se logr6 remision
en médula 6sea, en 8% se logré remision al dia
21, en 20% a los 14 dias y 60% de los pacientes
a los 7 dias.

En el caso de los pacientes con leucemia
mieloblastica aguda (n=17), 6 tuvieron una trans-
locacién, de las cuales las mas frecuentes fueron:
t(15;17) (q22:q12) y t(8;21) (¢22922). Cuadro 2

Al evaluar la respuesta clinica en estos pacientes
encontramos que sélo dos no tuvieron buena
respuesta al primer ciclo de tratamiento y fueron
los positivos a la translocacion t(15;17) y t(8;21)
(q22q22), respectivamente.

Los resultados obtenidos en las alteraciones
PML-RAR t(15;17), BCR-ABL (9;22), AML-ETO

Cuadro 1. Alteraciones moleculares segtn el tipo de leucemia

Leucemia Leucemia mieloide aguda,
linfoblastica aguda, n=67 (%) n=17 (%)

Translocacion y punto de ruptura

Del 1p32 (STIL-TAL1)

t(1;19) (g23;p13) (TCF3-PBX1)

t(4;11) (q21;923) (MLL-AFF1)

t(8;21) (g22;922) (RUNXT-RUNX1T1)
t(9;22) (q34;q11) (BCR-ABL1T)

t(10;11) (p12;923) (MLL-MLLT10)
t(11;19) (q23;p13.3) (MLL-MLLTT)
t(12;21) (p13;922) (ETV6-RUNXT)
t(15;17) (q24;921) (PML-RARA)
t(16;21) (

Total

p11;922) (FUS-ERG)
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t(8;21) e Inv (16) se verificaron con el paquete
LightMix® de Roche Diagnostics LightCycler® y
concordaron con los identificados por Hema-
Vision®.

En los Cuadros 1y 2 se describen los resultados
de translocaciones por clasificacién segin el
riesgo de cada paciente y el tipo de leucemia.

DISCUSION

La descripcién de alteraciones moleculares aso-
ciadas especificamente con un tipo de leucemia
considerada enfermedad multigénica ha permi-
tido conocer el significado clinico de muchos
marcadores citogenéticos y, mas importante
todavfa, se ha constituido como un paso previo
a la deteccioén y localizacién de los genes im-
plicados en la génesis tumoral.

En nuestro estudio, incluimos pacientes con
leucemia aguda en los que predominé el sexo
masculino. En el caso de la linea afectada, la
leucemia de estirpe linfoide fue la mas diag-
nosticada en 73%, seguida de la mieloide en
21%, lo que es similar a lo reportado en la
bibliografia.?

2(3) 0
3 (4.5 0
2 (3) 0
1(1.5) 2 (12)
8(12) 0
0 1 (6)
203) 0
(10.5) 0
0 2(12)
0 1(6)
25 6
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Alteracién molecular y clasificacion segin el riesgo
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Translocacién y punto de ruptura Riesgo habitual, n (%) Riesgo alto, n (%)

Del 1p32 (STIL-TAL1)

t(1;19) (q23;p13) (TCF3-PBX1)
t(4;11) (q21;q23) (MLL-AFF1)
1(8;21) (q22;922) (RUNXT-RUNX1T1)
1(9;22) (q34;q11) (BCR-ABL1)
t(10;11) (p12;923) (MLL-MLLT10)
t(11;19) (g23;p13.3) (MLL-MLLTT)
t(12;21) (p13;922) (ETV6-RUNXT)
t(15;17) (q24;921) (PML-RARA)
t(16;21) (p11;922) (FUS-ERG)
Total

( )
( )
( )
( )

Algunos investigadores consideran que estas
alteraciones cromosémicas son un epifenéme-
no del proceso oncogénico sin relacién con
su causa. Sin embargo, este criterio cambi6
completamente, cuando mediante las técnicas
de biologia molecular se puso en evidencia la
existencia de genes especificos comprometidos
en las translocaciones cromosémicas presentes
en la mayor parte de las leucemias y que son
activados por la alteracion.’

Existen diversos estudios realizados en varios
paises durante la Gltima década que se han en-
focado en analizar la frecuencia y los tipos de
alteraciones a nivel de genes y cromosomas de
los pacientes con leucemia aguda. Hye-Jin Kim
y colaboradores, en un estudio realizado en 270
pacientes coreanos, describieron la frecuencia
de las alteraciones genéticas identificadas por
RT-PCR (Hema Vision) y concluyeron que la
alteracion mas frecuente es la translocacion
t(12;21) (p13g22) seguida de t(8;21) (q22g22) y
t(9;22) (q32q11)." En nuestro estudio se realizé
la determinacion de las alteraciones genéticas
por RT-PCR (HemaVision) en muestras de 84 pa-
cientes con leucemia aguda, 25 de los pacientes
con leucemia linfoblastica aguda tuvieron una
alteracion genética. Las alteraciones moleculares

0 2 (3)
0 3 (4.5)
0 2 (3)
1(4) 2(3)
0 8(17)
0 1(1.5)
0 2 (3)
0 7 (10.5)
2 (8) 0
1(4) 0
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que identificamos en orden de frecuencia fueron:
t(9;22) (g34q11), t(12;21) (p139g22) y t(11;19)
(q23p13.3), las cuales se relacionan con mal
prondstico.

En otros estudios se utilizd cariotipo convencio-
nal, como el realizado porVésquez y su grupo en
el Hospital Universitario San Vicente de Paul de
Medellin, Colombia, entre 1998 y 2001, donde
se analizaron las alteraciones cromosémicas en
la médula ésea de 44 nifios (entre un mes y 14
afos de edad) con leucemia linfoblastica aguda.
El estudio revel que 18 pacientes (41%) tenian
cariotipo normal y 26 (59%) lo tenian anormal;
de estos Gltimos 20 (77%) tenian un mosaicismo
cromosémico, 4 (15%) exhibian cariotipos hiper-
diploides y 2 (8%) mostraban otras alteraciones
genéticas.'®

Solis y colaboradores, en Costa Rica, realizaron
un estudio citogenético a pacientes con leuce-
mia, referidos al Hospital Nacional de Nifios e
incluyeron a 107 pacientes menores de 14 afios.
Las leucemias agudas constituyeron 98% de los
casos, 70% leucemia linfoblastica aguda, 27%
leucemia mieloblastica aguda y 3% otras neopla-
sias hematoldgicas. Los hallazgos citogenéticos
fueron principalmente alteraciones numéricas
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(trisomias 8, 19, 20, 21y 22), asi como delecio-
nes (cromosomas 5 y 6), translocaciones t(8;14)
e inversiones (cromosoma 11)."7

Venegas y su grupo, en otro estudio efectuado
en el mismo hospital en 177 nifios con leucemia
linfobldstica aguda de precursores B, observaron
distribucién entre cariotipos normales y aquéllos
con anormalidades cromosémicas de 29y 71%,
respectivamente. El 71% de las anormalidades
encontradas se distribuyé de la siguiente ma-
nera: t(4;11) en 3%, t(9;22) en 3%, t(1;19) en
5%, hiperdiploides en 39% y otras aberraciones
cromosémicas en 21%."8

En México, Sierra-Martinez y colaboradores
realizaron algunos estudios, pero no limitados
a la poblacién pediatrica, como el realizado en
el Hospital Judrez de México, sobre la frecuen-
cia de los hallazgos citogenéticos en pacientes
con enfermedades hematoldgicas. Estudiaron
64 pacientes que acudieron al servicio de He-
matologia de enero de 1999 a junio de 2000;
se obtuvieron muestras de médula dsea, de
sangre periférica o ambas, se procesaron de
manera directa y se realizaron cultivos de 24,
48 0 72 horas. Las metafases se analizaron por
técnica de bandas GTG. El intervalo de edad
de la poblacién fue de 1 a 77 afos, de acuerdo
con la clasificacién del grupo FAB, 22 pacientes
correspondieron al tipo de leucemia linfoblastica
aguda, 14 a leucemia mieloblastica aguda, 16
a leucemia granulocitica crénica, 7 a sindrome
mielodisplasico y 3 carecieron de diagndstico
confirmado. Se obtuvo el estudio citogenético
de los pacientes en 58%, el cariotipo no fue
informativo en 26.5% y 15.5% mostr6 hipoce-
lularidad. De los resultados obtenidos, 28% fue
cariotipo normal, 22% tuvieron una alteracion
numérica y 50% una alteracion estructural."

Como se ha descrito, la utilizacion de la cito-
genética convencional por cariotipo detecta
alteraciones en un porcentaje minimo de pa-
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cientes por las caracteristicas técnicas de la
metodologia, ya que es limitada en la cantidad
de alteraciones genéticas que se identifican
en las muestras de los pacientes con leucemia
linfoblastica aguda. Asimismo, el andlisis de las
alteraciones moleculares con otras técnicas,
como fluorescencia e hibridacion in situ (FISH),
PCR o RT-PCR (HemaVision) incrementa el nu-
mero de alteraciones detectadas, disminuye el
tiempo de procesamiento y podria clasificarse
con mayor precision a los pacientes.'®!?

Existen pocos estudios colaborativos en América
Latina acerca de la frecuencia y caracteristicas de
los pacientes pediatricos con leucemias agudas
y alteraciones moleculares. En México existen
investigaciones de los doctores Ruiz-Arglelles y
Gomez Almaguer,2*2* quienes han demostrado
que la identificacion de alteraciones molecula-
res, como mutaciones en FLT3, t(15;17), t(9;22),
t(8;21) tienen significado en el comportamiento
clinico y desenlace a largo plazo de los pacien-
tes.23726

En México Ruiz-Arguelles y colaboradores des-
cribieron que el punto de ruptura de PML/RARa
en pacientes mestizos mexicanos con leucemia
aguda promielocitica es diferente de lo comu-
nicado en los caucasicos.

Los diferentes indices de prondstico en las leuce-
mias agudas, incluida la edad y la citogenética,
ayudan a identificar a pacientes con riesgo alto
de recaida o enfermedad resistente. Algunas
alteraciones moleculares, como las mutaciones
ITD/FLT3 se han relacionado con un resultado
adverso en las poblaciones adultas y pediatricas
con leucemias agudas mieloides y han adquirido
un papel critico en la estratificacién de riesgo.
Respecto a las enfermedades hematoldgicas,
existen algunas semejanzas entre mestizos
latinoamericanos y los asiaticos, como baja
prevalencia de leucemia linfocitica crénica,
mieloma mdltiple, gammapatia monoclonal de
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significado indeterminado y macroglobuline-
mia de Waldenstrom a una prevalencia alta de
anemia aplasica adquirida, lo que ha generado
el concepto de hematologia geografica. Por lo
anterior, es primordial la generacién de infor-
macién molecular y clinica de los pacientes
pediatricos con leucemia aguda; este trabajo
aporta informacién importante a la epidemio-
logia de la leucemia en nifios y es necesario
generar mas informes con las caracteristicas de
pacientes mestizos mexicanos.?®-2

Por lo anterior es importante continuar investigan-
do sobre las alteraciones moleculares existentes
en pacientes con leucemia y utilizar las altera-
ciones identificadas en cada paciente para su
estratificacion clinica y valorar el pronéstico en
cada paciente que acude a nuestra institucién.’

Queda por explorar a los pacientes con la
translocacién BCR-ABLT1 like, porque se ha de-
mostrado que ésta tiene implicaciones clinicas
en pacientes con leucemia linfobldstica aguda?
y en reportes internacionales esta presente en
12% de los pacientes.

Con tecnologia como la secuenciacién de geno-
ma completo de siguiente generacién (GWAS),
se puede amplificar y secuenciar un genoma
entero de factores de transcripcion o de vital
importancia para la aparicién y patogénesis de
las leucemias agudas, esto es posible para una
sola célula, lo que demuestra que existe hete-
rogeneidad clonal en las leucemias agudas®?®
y permite identificar incluso 50 alteraciones y
rearreglos en el ADN de las clonas leucémicas
y en algunos casos puede darse mejor manejo
terapéutico de la enfermedad.?

CONCLUSION

La leucemia linfoblastica aguda es mas frecuente
en pacientes del género masculino de dos a tres
anos de edad y, con el tratamiento adecuado, se
observa buena respuesta en 82% con remisién
de la médula 6sea al dia 7.
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Las alteraciones moleculares mas frecuentes en
los pacientes con leucemia aguda que acuden al
Hospital Infantil de México son la translocacion
t(12;21) (p13922) y t(9;22) (g34q11), asimismo,
estandarizar esta tecnologia nos ha permitido la
identificacion de alteraciones que se relacionan
con mal pronéstico, como la translocacién t(11;19)
(g23p13.3), que en nuestros pacientes fue la se-
gunda en frecuencia; su identificacién es de gran
importancia porque en el futuro podria modificarse
el tratamiento de estos pacientes mejorando su
respuesta al mismo y, por tanto, su prondstico.

La RT-PCR para la determinacién de las altera-
ciones genéticas es una técnica adecuada porque
permite identificar mayor nimero de alteraciones
genéticas en menor tiempo. Por lo que la identi-
ficacion molecular de los pacientes se precisara
en mayor porcentaje, lo que permitird clasificar
mejor el riesgo del paciente y posteriormente
realizar la correlacion a largo plazo con la res-
puesta al tratamiento evaluando el pronéstico y
la supervivencia de cada paciente.

La limitacién de este estudio estd relacionada
con el disefio descriptivo y observacional. Sin
embargo, es la base para iniciar un estudio en el
que se busque la asociacién de las alteraciones
citogenéticas con las caracteristicas clinico-
biolégicas de la enfermedad a largo plazo.

Este estudio fue financiado en la convocatoria
para financiar proyectos de investigacién con
Fondos Federales 2012. HIM/2012/035/SSA.1060.

REFERENCIAS

1. Mullighan CH, et al. Acute lymphoblastic leukemia. Lancet
2013;381(9881).

2. Pui CH, Robison LL, Look AT. Acute lymphoblastic leukae-
mia. Lancet 2008;371:1030-43.

3. Pérez Saldivar ML, et al. Childhood acute leukemias are
frequent in Mexico City: descriptive epidemiology. BMC
Cancer 2011;11:355.



Zapata-Tarres M y col. Alteraciones moleculares en leucemia aguda

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Khalid S, et al. Retrospective, review of pediatric pa-
tients with acute lymphoblastic leukemia: a single
center experience. Indian J Pathol Microbiol 2010 Oct-
Dec;53(4):704-10.

Frohling S, Scholl C, Gillland DG, Levine RL. Genetics of
myeloid malignancies: pathogenetic and clinical implica-
tions. J Clin Oncol 2005;23:6285-6295.

Warner JK, Wang JC, Hope KJ, Jin L, Dick JE. Con-
cepts of human leukemic development. Oncogene
2004;20;23(43):7164-77.

Onciu M. Acute lymphoblastic leukemia. Hematol Oncol
Clin N Am 2009;23:655-674.

Chow EJ, Kamineni A, Daling JR, Fraser A, et al. Reproduc-
tive outcomes in male childhood cancer survivors: a linked
cancer-birth registry analysis. Arch of Pediatr Adolesc Med
2009;163(10):887-894.

Pui CH, Carroll WL, Meshinchi S, Arceci R. Biology, risk
stratification, and therapy of pediatric acute leukemias:
An update. J Clin Oncol 2011;29:551-565.

Abdullaev Fl, Rivera-Luna R, Roitenburd-Belacortu V,
Espinosa-Aguirre J. Pattern of childhood cancer mortality
in Mexico. Arch Med Res 2000;31:526-531.

Pullen J, Shuster JJ, Link M, Borowitz M, Amylon M, Carroll AJ
et al. Significance of commonly used prognostic factors differs
for children with T cell acute lymphocytic leukemia (ALL), as
compared to those with B-precursor ALL. A Pediatric Oncology
Group (POG) study. Leukemia 1999;13 (11):1696-1707.

Woo J, et al. Childhood B-acute lymphoblastic leukemia:
a genetic update. Experimental Hematology & Oncology
2014;3:16.

Moricke A, Zimmermann M, Reiter A, Gadner H, et al.
Prognostic impact of age in children and adolescents with
acute lymphoblastic leukemia: data from the trials ALL-BFM
86, 90, and 95. Klin Padiatr 2005;217(6):310-320.

Van der Burg M, Smit B, Brinkhof B, et al. A single split-signal
FISH probe set allows detection of TAL1 translocations as
well as SIL-TAL1 fusion genes in a single test. Leukemia
2002;16:755-761.

Kim HJ, Oh HJ, Lee JW, Jang PS, et al. Utility of a multiplex
reverse transcriptase polymerase chain reaction assay
(HemaVision) in the evaluation of genetic abnormalities in
Korean children with acute leukemia: a single institution
study. Korean J Pediatr 2013;56(6):247-253.

Vasquez G, Ramirez JL, Posada A, Sierra M y col. Leucemia
linfoide aguda: estudio citogenético en nifios atendidos en
el Hospital Universitario San Vicente de Paul Medellin en el
periodo 1998-2001. latreia 2002;15(4):217-225.

Solis MV, De los Angeles M, Ruiz E, Carrillo JM y col. Cito-
genética y citoquimica de pacientes con leucemia en dos
hospitales neotropicales. Int J Tropical Biol Conservation
2000;48(2-3):707-718.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

.Revista de
ematologia

Venegas P, Rivera J. Estudios citogenéticos en nifios con
leucemia linfocitica aguda-B en Costa Rica. Revista de
Biologia Tropical 2004;52(3): 551.

Sierra-Martinez M, Aguilar F, Cruz R. J, Garcia M, Vergara
D. Frecuencia de los hallazgos citogenéticos en pacientes
con enfermedades hematoldgicas que acuden al Hospital
Juarez de México. Rev Sal Pub y Nut 2000;2.

Gomez-Almaguer D, Marcos-Ramirez ER, Montafio-Figue-
roa EH, Ruiz-Arglelles GJ, Best-Aguilera CR, et al. Acute
leukemia characteristics are different around the world:
the Mexican perspective. Clin Lymphoma Myeloma Leuk
2017;17(1):46-51.

Ruiz-Arglielles GJ. Promyelocytic leukemia in Mexican
mestizos. Blood 1997;89:348.

Ruiz-Delgado GJ, Macias-Gallardo J, Lutz-Presno J, Garcés-
Eisele J, Hernandez-Arizpe A, Montes-Montiel M, Ruiz-
Arguelles GJ. Core binding factor acute myeloid leukemia
(CBF-AML) in México: a single institution experience. Rev
Invest Clin 2011;63:25-30.

Cuervo-Sierra J, Jaime-Pérez JC, Martinez-Hernadndez
RA, Garcia-Sepulveda RD, et al. Prevalence and clinical
significance of FLT3 mutation status in acute myeloid leu-
kemia patients: A Multicenter Study. Arch Med Res 2016
Apr;47:172-179.

Rego EM, Kim HT, Ruiz-Arglelles GJ, Undurraga MS, et al.
Improving acute promyelocytic leukemia (APL) outcome in
developing countries through networking, results of the In-
ternational Consortium on APL. Blood 2013;121:1935-1943.

Ruiz-Arguelles GJ, Garcés-Eisele J, Reyes-Nufiez V, Gdmez-
Rangel JD, Ruiz-Delgado GJ. More on geographic hemato-
logy: the breakpoint cluster regions of the PML/RARalpha
fusion gene in Mexican Mestizo patients with promyelo-
cytic leukemia are different from those in Caucasians. Leuk
Lymphoma 2004;45:1365-1368.

Lucena-Araujo AR, Kim HT, Jacomo RH, Melo RA, et al.
Internal tandem duplication of the FLT3 gene confers
poor overall survival in patients with acute promyelocytic
leukemia treated with all-trans retinoic acid and anthra-
cycline-based chemotherapy: an International Consortium
on Acute Promyelocytic Leukemia study. Ann Hematol
2014;93(12):2001-2010.

Roberts KG, Morin RD, Zhang J, et al. Genetic alterations
activating kinase and cytokine receptor signaling in high-
risk acute lymphoblastic leukemia. Cancer Cell 2012;
22:153-66.

Van Vlierberghe P, Palomero T, Khiabanian H, et al. PHF6
mutations in T-cell acute lymphoblastic leukemia. Nat
Genet 2010;42:338-42.

Zhang J, Mullighan CG, Harvey RC, et al. Key pathways are
frequently mutated in high-risk childhood acute lympho-
blastic leukemia: a report from the Children’s Oncology
Group. Blood 2011;118:3080-7.

57





