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RESUMEN

Objetivo: Caracterizar inmunofenotipica y molecularmente los tipos de leucemia
aguda (LA) infantil de los estados de Guerrero y Morelos, mediante la deteccion
de las translocaciones 1(9;22), t(8;21), t1(12;21) e Inv (16), con el propésito de
mejorar el diagnostico y determinar si existe asociacion entre la presencia de
translocaciones y los factores de riesgo presentes en la poblacion como son:
exposicion a agroindustriales, solventes, radiaciones, antecedentes familiares de
leucemia, cancer o defectos genéticos. Métodos: De Junio de 2005 a Junio de
2006 se captaron 40 pacientes provenientes del Instituto Estatal de Cancerologia
“‘Arturo Beltran Ortega” y el Hospital del Nifio Morelense con diagnostico de
Leucemia Aguda. Se buscaron las translocaciones t(9;22), 1(8;21), t(12;21) e Inv
(16) a partir de sangre periférica por RT-PCR, y por citometria de flujo se
determiné el inmunofenotipo para conocer el linaje de la estirpe leucémica. Se
aplicé una encuesta a los padres para conocer los factores de riesgo presentes
en la poblacién. Resultados: La region mas afectada fue Acapulco (42.42%,), la
mayoria de los padres eran campesinos y las madres ama de casa, los pacientes
en su mayoria provenian del medio rural y con condicidon socioeconémica baja. Se
observé presencia de translocaciones en el 17.5% de los pacientes, las
frecuencias fueron: 10% para t(9;22), 5% para 1(8;21), 2.5% para t(12;21) y 0%
para Inv (16). La mayoria de los pacientes que portaban translocacion
presentaban factores prondsticos adversos como: edad mayor de 10 y menor de
un ano (RM=3.3), desnutricion (RM=3.4), cuentas de leucocitos mayores a
50,000mm?® (RM=4.7), infiltracion al sistema nervioso centra (ISNC) (RM=4.7) y
fenotipos de células T y LAM (RM=9.3). En cuanto a los factores de exposicion
presentes en la poblaciéon, el 20% de las familias reportaron antecedentes
familiares de cancer (RM=8), 5% reporté antecedentes familiares de defectos
genéticos, 50% reportd exposicion a agroindustriales (RM=1.6), 10% exposicién a
solventes (RM=4.7) y 2.5% exposicion a radiaciones. Se encontré discordancia
entre el resultado del estudio morfolégico y la fenotipificacién por citometria de
flujo en el 23.3% de los casos, situacion que sugiri6 un ajuste en la terapia.
Conclusiones: Al caracterizar molecular e inmunofenotipicamente a los pacientes
con LA, se logro el diagnostico exacto del tipo de leucemia en el 23.3% de los
casos, reasignandose a cada paciente al grupo de riesgo correspondiente, lo que
conllevé un cambio en el esquema de terapia, con una recuperacion inmediata del
paciente en la mayoria de los casos, lo cual confirmd la utilidad del uso de nuevas
tecnologias en el diagnéstico y tratamiento de las LA.



ABSTRACT

Objective: To characterize immunophenotype and molecularly the types of
childhood AL in the state of Guerrero and Morelos, Mexico, by way of the
detection of the translocations t(9;22), 1(8;21), t(12;21) and Inv 16 with the purpose
to improve the diagnosis and determine if an association exists between the
presence of translocations and the risk factors present in the population which are:
exposure to agroindustrials, solvents, radiation, family ancestry of leukemia,
cancer or genetics defects. Methods: From June 2005 to June 2006, 40 patients
coming from IECABO and HNM were observed with diagnosis of AL, they were
given RT-PCR to detect the translocations t(9;22), t(8;21), t(12;21) and Inv 16,
from blood averages taken from this showed the phenotipification for citometric
flow to detect linage of a leukemic link and inquest with the parents to detect risk
factors present in the population. Results: The region most affected was Acapulco
(42.42%), the majority of the parents were farmers and the mothers house wives,
the patients in the majority came from a rural background and a low socio-
economic condition. The presense of translocations were observed in 17.5% of the
patients, the frequency was 10% in the case of 1(9;22), 5% for t (8;21), 2.5% for
t(12;21) and 0% for Inv 16, the majority of the patients that showed translocation
presented adverse prognosis factors like age (OR=3.3), undernurishment
(OR=3.4), lucosyt counts greater than 50,000mm?® (OR=4.7), ISNC (OR=4.7) and
phenotypes of high risk (OR=9.3). The exposition factors present in the
population were, 20% of the families report family ancestry of cancer (OR=8), 5%
report family ancestry of genetic defects, 50% report agroindustrial exposure
(OR=1.6), 10% exposure to solvents (OR=4.7) and 2.5% exposure to radiation.
Discordance was found between the results of the morphological study and the
phenotipifycation for cytometry flor in 23.3% of cases, changing the diagnosis and
reassigning the terapies. Conclusion: characterize immunophenotype and
molecularly to the patients with AL it get the correct diagnosis from leukemia type
in 23.3% of cases, reassigning the patients of the group of corresponding risk
which accompany the change of the scheme of therapy with a patient recovery in
most of cases that which confirm the utility from new technology in the diagnosis
and treatment of AL.



INTRODUCCION

La leucemia aguda (LA) es una patologia en la que existe proliferaciéon
incontrolada de precursores hematopoyéticos, los eventos que favorecen esta
proliferacion alteran diferentes mecanismos reguladores del ciclo celular.”? Los
avances en el campo de la biologia molecular han permitido que el resultado en
los tratamientos de esta patologia se vean mejorados de una manera
espectacular, de tal manera que si anteriormente era un sindbnimo de muerte,
actualmente sea lo contrario; la tasa de sobrevivencia a 5 afios ha aumentado al
80%, debido al conocimiento actual de la patologia molecular de la leucemia®*, lo
que ha permitido comprender los mecanismos afectados por la enfermedad y las
posibles maneras de corregir estas anomalias.

Existen factores prondsticos de las leucemias que permiten clasificar a los
pacientes en dos grupos, los de riesgo estandar y los de riesgo alto®, situacion
que determina el tratamiento que se asignara a cada uno. El seguimiento del
tratamiento en la finalizacion de cada una de las etapas es de gran ayuda para
tomar decisiones terapéuticas, gracias a estas acciones la tasa de éxito del
tratamiento se ha incrementado. La inmunofenotipificacion es muy util para
caracterizar a las leucemias agudas pobremente diferenciadas y para definir las
categorias prondsticas de los pacientes. (Tabla 1).

Tabla 1
Factores pronésticos actualmente conocidos en pacientes con LA & "% 9%
Caracteristica Grupo de riesgo estandar Grupo de riesgo alto

Edad entre 1y 9 afos menos de 1y mas de 9 afios
Cuenta inicial de globulos menos de 50,000/mm3 igual o mayor a 50,000
blancos
Inmunofenotipo precursor B células T, células B maduras
Género Femenino masculino

SNC2 = menos de 5

SNC1 = 0 sin blastos en liquido blastos/ml de LCR
cefalorraquideo SNC3 = mas de 5 blastos/ml
de LCR

reordenamientos del gen
MLL, t(4,11),t(9,22)

Estado del SNC

Genética molecular TEL-AML1

Los estudios citogenéticos y moleculares proveen informacion prondstica y llegan
a ser vitalmente importantes para definir el esquema mas adecuado de
tratamiento. La aplicacion optima de estas técnicas para el diagnostico permite
que las estrategias de tratamiento sean dirigidas con mayor especificidad y que el
éxito de la terapia sea mayor "2

Las alteraciones moleculares que conllevan a la transformacion celular, implican
activacion o alteracion de protooncogenes o la inactivacion y pérdida de la funcion
de genes supresores de tumor.” Las translocaciones cromosdmicas son las
mejor caracterizadas, algunas son especificas de un determinado tipo de
leucemia y pueden dar lugar a la activacion oncogénica de un gen critico en los



procesos celulares de supervivencia o ciclo celular (protooncogen) o por la
generacién de un gen hibrido™

El desarrollo de una leucemia requiere que una célula hematopoyética
totipotencial o que uno de sus progenitores comprometidos eludan los
mecanismos normales de control homeostatico que regulan la sefnalizacion de los
factores de crecimiento, la diferenciacion, la apoptosis o el autorenovamiento
(Figura 1, panel A).

Una via comun marcada por los factores de transcripcién quiméricos generados
por las translocaciones como las proteinas de fusion MLL, TEL-AML y E2APBX1,
es la cascada transcripcional mediada por los genes HOX (figura 1, panel B), el
complejo AML1-CBFB es un factor de transcripcion que funciona directa o
indirectamente para regular la transcripcion de miembros especificos de la familia
de genes HOX. La proteina MLL es requerida para mantener esta transcripcion,
mientras que los miembros de la familia de proteinas del grupo polycomb reprime
la transcripcion de los genes HOX. Las proteinas HOX a su vez colaboran con
cofactores, incluyendo a la proteina PBX1, para inducir la transcripcién de genes
blanco rio abajo, cuyos productos influyen en la autorenovacion, la proliferacion y
la diferenciacion de las células totipotenciales hematopoyéticas y sus progenitores
comprometidos '

A
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s
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Figura 1. Transformacion de las células hematopoyéticas en la leucemia
linfoblastica aguda (LLA). Se muestra el efecto de las protelnas quiméricas E2A-
PBX1, MLL y TEL-AML1 en la transcripcion de los genes blanco.



La clasificacion morfolégica mas utilizada es la Franco Americana Britanica (FAB),
la cual reconoce tres variedades de LLA y ocho variedades de LMA, algunas
alteraciones moleculares han sido asociadas a estas variedades, como se
muestra en las tablas 2 y 3.

Tabla 2

Clasificacion FAB y anormalidades genéticas asociadas en la LMA™®*

Subtipo Nombre comun Tranzlocam_ones y % de Genes Tipo de
FAB (% de casos) reordenamientos casos | involucrados riesgo
asociados
LMA con
MO diferenciacién minima | Inv(3926) y t(3;3) 1 EVII Estandar
(3%)
M1 '(-1“gf‘zgl,z)r‘“ad“rac'°” Estandar
M2 LMA con maduracién | t (8;21) 40 AML1-ETO Estandar
(25-30%) t(6;9) 1 DEK-CAN
Leucemia t(15;17) 98 PML-RARa
M3 promielocitica aguda t(11;17) 1 PLZF-RARa | Estandar
(5-10%) t(5;17) 1 NPM-RARa
Leucemia 11q23 20
M4 mielomonocitica Inv(3426) 3 MLL,DEK-
aguda t(3;3) 3 CAN, EVII
t(6;9) 1
Leucemia
M4Eo g‘éﬁfg’ggsggﬁ ofilos | MV (16), 1(16;16) 80 | CBFB-MYH11 | Estandar
anormales (5-10%)
M5 Leucemia monocitica | 11923 20 MLL Alto
aguda (2-9%) t(8;16) 2 MOZ-CBP
M6 Eritroleucemia (3-5%)
Leucemia
M7 megacariocitica t(1;22) 5 desconocido
aguda (3-12%)
Tabla 3
Fenotipo inmunolégico y anormalidades genéticas asociadas en la LLA™*
Fenotipo Translocaciones y % de Genes Tipo de
Inmunolégico reordenamientos asociados casos | involucrados | riesgo
LLA linaje T 15%
LLAT1 58% TAL1 Alto
Genes homeobox 27% HOX Alto
LI derivada de secuencia 1 12% LYL1 Alto
. Lo 0
Leucemia de linaje mixto 3% MLL Alto
LLA linaje B 85%
t(9;22) 3% ABL-BCR Alto
t(1;19) 5%% E2A-PBX1 Estandar
t(4;11) 5% AF4-MLL Alto
t(12;21) 22% TEL-AMLA1 Estandar
Hiperdiploidia 25% Estandar
Otras 40% Estandar




Las translocaciones de mayor significado meédico son:

Translocacion t(9;22):BCR-ABL. También conocida como cromosoma Filadelfia,
es una translocaciéon cromosomal reciproca que involucra los brazos largos de los
cromosomas 9 y 22, fusionando un segmento del gen bcr del cromosoma 9 a la
region rio arriba del segundo exon del gen c-abl en el cromosoma 22, este ultimo
codifica un receptor tirosinacinasa que tiene una actividad finamente controlada
en las células normales. En contraste, la proteina de fusion BCR-ABL, derivada
de esta traslocacion, tiene actividad catalitica constitutiva porque la secuencia de
aminoacidos del segmento abl de BCR-ABL es idéntico al de c-abl (figura 2). La
proteina quimérica altera las vias de senalizacién que controlan la proliferacion,
sobrevivencia y la autorenovacion de las células madre hematopoyéticas' '®.

BCR-ABL
Cinasa del
RAS fosfat|d|I|n05|toI 3
STAT l \ \\ AKT
RAF Cinasa de MYC
JUN

Figura 2. Transduccién de sefales por la proteina quimérica BCR-ABL. La
activacion constitutiva del dominio tirocina cinasa de la proteina BCR-ABL causa la
activacién de numerosas vias de transduccion de sefales citoplasmicas y nucleares
que afectan el crecimiento y la sobrevivencia de las células hematopoyetlcas

El mRNA quimérico traduce una proteina de 210 Kd llamada p210 BCR-ABL
(figura 3), en algunos casos el rompimiento sobre el cromosoma 22 sucede en el
extremo 5’ del M-bcr dentro de un largo segmento de un intrén que separa el exén
alternativo e2’del e2 llamado bcr menor (m-bcr). El splicing de los exones e1 y e2
crea una union e1-a2 en el transcrito BCR-ABL, traduciéndose en una proteina de
fusion mas pequefia llamada p1908°R*8- de 190 kD, la cual funciona
principalmente durante la diferenciacion linfoide o mieloide, la p210 contiene
secuencias adicionales que alteran vias comunes de los precursores mieloides o
linfoides. Los fenotipos clinicos de ambas mutaciones son muy parecidos y existe
gran controversia sobre su relacion con el resultado del tratamiento '"'81°,
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Figura 3. Proteinas de fusién BCR-ABL. Se muestra el sitio de rompimiento con
flechas. El tamafio de las proteinas de fusion depende de la cantidad de la secuencia
de BCR que sea retenida. La longitud de la secuencia de ABL es la misma en todos
los casos. ABL tiene dos exones alternativos iniciales (1a y 1b). TK denota el dominio
tirosinacinasa'®.

Translocacién t(12;21). Es un marcador presente con frecuencia en pacientes
jévenes con leucemia linfoblastica aguda, se genera por la fusion entre los genes
TEL y AML1; TEL es un miembro de la familia de genes ETS de factores de
transcripcion y AML1 codifica la fraccion o del factor de unién al core, un
regulador maestro de la formacion de células totipotenciales hematopoyéticas
definitivas. El factor de transcripcion quimérico retiene un dominio esencial para la
interaccion proteina-proteina de TEL vy las secuencias reguladoras de
transcripcion y de unién al DNA de AML1 (también conocida como CFBa). La
proteina de fusion TEL-AML1 causa la inhibicion de la actividad transcripcional.
Normalmente AML1 se une a la secuencia del DNA por medio de una secuencia
aumentadora del core, la union de AML1 a la secuencia recluta factores y
activadores de la transcripcion a esta region, los complejos proteinicos resultantes
regulan la transcripcién, como son acetilasas de histonas que causan cambios
conformacionales en la cromatina que favorecen la transcripcion de genes (figura
4, panel A). TEL-AML1 se une también a la secuencia de DNA aumentadora del
core y recluta desacetilasas de histonas, las cuales favorecen la compactacién de
la cromatina, resultando en la inhibicion de la transcripcion (figura 4, panel B).
Estos cambios en la cascada transcripcional, alteran la capacidad de
autorenovacion y la capacidad de diferenciacion de las células totipotenciales
hematopoyéticas.

La conversion de un factor de transcripcion, por medio de una translocaciéon
cromosomal, de ser un activador a ser un represor de genes, es un mecanismo
patogénico recurrente, no solo en las leucemias linfoblasticas, sino también en las



mieloblasticas, que forman proteinas de fusion que contienen a AML1 o al
receptor o del acido retinoico '32%2'.

A AML1 normal
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Figura 4. Inhibicién de la transcripcion por TEL-AML1. Panel A. Se observa el
funcionamiento de AML1 normal, el cual tiene un dominio de unién al DNA y un
dominio de unioén al Factor de Union al Core (CBF). Al unirse estos dos factores de
transcripcion se reclutan las proteinas acetil transferasas de histonas (HAT), las que
agregan grupos acetilos a las histonas, lo que favorece la transcripcion de genes
blanco. Panel B. Se observa a la proteina quimérica TEL-AML1 que manteniene su
dominio de union al DNA y al CBF, pero ésta recluta proteinas desacetilasas de
histonas (HDAC), que retiran los grupos acetilos presentes en las histonas,
compactando el DNA e impidiendo la transcripciéon de genes blanco™.

Translocacion Inv (16) (p13;q22). Se detecta en un porcentaje importante de
pacientes con leucemia mieloblastica aguda (M4Eo) y de acuerdo a la FAB es
aquella en la que mas del 20% pero menos del 80% de las células no eritroides
son de linaje monocitico, comunmente promonocitos. Mas del 30% de las células
no eritroides deben ser blastos, la concentracion de monocitos en sangre debe
ser mayor de 5x10%L. Estas aberraciones cromosémicas provocan una fusion
entre dos genes, llamados CBFB (por sus siglas en inglés) y MYH11 (por sus
siglas en inglés) y que es representada como CBFB/MYH11 (figura 5). La funcion
de CBFp puede deducirse de su homologo murino CBFB (o PEBP2b) ya que
tienen un porcentaje de homologia del 98% a nivel protéico. El gen codifica para 2
isoformas de la unidad B del factor de transcripcion heterodimérico CBF, el cual
consta de 2 subunidades (a y ). CBF se une a los elementos aumentadores de
los genes de varios virus de la leucemia murina y de manera similar a los



aumentadores de los genes de los receptores de las células T. La subunidad o del
CBF es idéntica a AML1, uno de los genes involucrados en la translocacion
t(8;21) de LAM-M2, que se localiza en el cromosoma 21 en el brazo largo en la
posicién 22. La subunidad B no se une directamente al DNA sino que forma un
complejo heterodimérico con la unidad o lo que aumenta la afinidad de este ultimo
por el DNA. CBF debe ser crucial para el control de la division y/o la diferenciacion
celular del linaje mieloide puesto que la expresion de cualquiera de las
subunidades como una proteina de fusidbn se asocia con el bloqueo de la
diferenciacion y la expansién descontrolada de las células leucémicas.
Actualmente se ha demostrado que CBFp regula la expresiéon de dos genes
especificos para la estirpe mieloide: mieloperoxidasa y elastasa neutrofila'™.
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Figura 5. Interaccidon de la proteina quimérica CBFBMYH11 con el DNA. La
proteina quimérica CBFBMYH11 codificada por la mutacién Inv (16) continta
interactuando con AML1, sin embargo en lugar de permitir que AML1 interactie con
el DNA, esta proteina quimérica recluta a AML1 hacia un complejo inactivo
funcionalmente en el citoplasma'®.

El gen quimérico CBF/MYH11, en la mayoria de los casos, provoca la remocion
de los ultimos 17 aminoacidos de la proteina CBFB. Esto modifica la funcion
biologica de la proteina como reguladora de la expresidon de genes,
relacionandose este evento a la presencia de la leucemia. La proteina de fusion
debe tener un efecto dominante puesto que sélo uno de los dos cromosomas 16
esta invertido en las células leucémicas. Se ha visto que los pacientes que
presentan la alteracion cromosdmica, tienen una supervivencia sin enfermedad de
74% después de 10 meses. En un seguimiento a 44 meses, 58% alcanza la
remision completa con quimioterapia convencional y profilaxis intratecal. En
general la Inv (16) estd asociada con un buen prondstico para el paciente,
siempre y cuando no se detecten otras alteraciones cromosdémicas como las
trisomias.

Traslocacion t(8;21). La clonacion de la translocacion t(8;21) asociada a la
leucemia mieloide aguda, llevé a la identificacion de AML1, el cual codifica la
subunidad de union al DNA de AML1-CBFp, un factor de transcripcion que regula
un numero especifico de genes de la hematopoyesis y es esencial para el
correcto desarrollo del sistema hematopoyético. Mas sorprendente fue la
observacion de que el reordenamiento cromosomal asociado a la leucemia
mieloide aguda inv (16) o su variante (16;16) tenia como blanco a CBF, la otra



subunidad de este complejo factor de transcripcion. Recientemente se ha
encontrado que AML1-CBFf es el blanco de la translocacion t(12;21) en la LLA
pediatrica y en un numero de translocaciones raras en AML, haciéndolo el blanco
mas frecuente de los reordenamientos cromosomales en la leucemia humana. La
translocacion t(8;21) se encuentra en aproximadamente el 40% de los pacientes
con LMA subtipo FAB M2 pero no esta restringida solo a él. La fusién creada por
esta translocacion, une el extremo amino terminal de AML1 incluyendo los
dominios de unién al DNA y de interaccién con CBFp, con el extremo carboxilo
terminal del gen 821 (ETO) en el cromosoma 8. Aunque la proteina resultante
mantiene su habilidad de unirse a las secuencias blanco reguladoras de AML1,
ésta no activa la transcripcion, sino que reprime dominantemente la activacién
mediada por AMLA1. (figura 6). Parece que la represién transcripcional es mediada
directamente por la interaccién de ETO con el complejo correpresor nuclear' 2223,

A
Coactivadores
CEFE, -
AML1
I — v Genes
- TGETEET-— blanco
E 18;21)
Complejo
/ corepresor
’-E-BEE'F AML1ETO ) |
1
i - Z.. Genes
TGTEGET-— 477 blanco

Figura 6. Regulacidon de la transcripcion por AML1. Panel A. En las células
normales el complejo heterodimérico del factor de transcripcion AML1-CBFj se une a
la secuencia del DNA TGTGGT en la region reguladora transcripcional de los genes
blanco regulados por AML1 y activa la transcripcion a través del reclutamiento de
coactivadores. Panel B. En las células de la LAM con la translocacion (8,21) el
extremo aminoterminal de AML1 se fusiona con el extremo carboxilo teminal de ETO.
La proteina quimérica resultante continda interactuando con CBFpB y se une a la
secuencia aumentadora del core, sin embargo ETO recluta un complejo corepresor
nuclea}‘r1 y resulta en la represion dominante de los genes blanco regulados por
AML1™.
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La frecuencia las translocaciones de las leucemias en México, se muestra en la
tabla 4. %*

Tabla 4
Distribucién de translocaciones reportadas en diversos estudios en México y su
frecuencia®.

Translocaciones reportadas en México Frecuencia (%)
t(15;17) 18.8
t(9;22) 9.2
Reordenamientos de los cromosomas 1,2,3,12y 17 8.2
Anormalidades de 16 q22 7.3
t(8;21) 6.3
t(12;21) 8.5
-7 del 5.6
t(6;9) 5.3
Anormalidades de 11923 4.6

La citometria de flujo es el método preferido para la inmunofenotipificacion, con
ella las células sanguineas inmaduras pueden distinguirse por su complejidad
celular y la expresion de CD45, la cual aumenta a medida que la célula madura, la
técnica es conocida como Gating CD45, que acoplada a la expresién de
antigenos de superficie celular provee informacion que permite definir con claridad
la estirpe celular. La sensibilidad de la técnica permite detectar una célula
leucémica entre 10,000 o mas células normales.?*?

La inmunofenotipificacion es muy util para caracterizar a las leucemias agudas
pobremente diferenciadas y para definir las categorias prondsticas de los
pacientes. Los estudios citogenéticos y moleculares proveen informacion
pronéstica y llegan a ser vitalmente importantes para definir el esquema de
tratamiento adecuado. La aplicacion 6ptima de estas técnicas para el diagnéstico,
permite que las estrategias de tratamiento sean dirigidas con mayor especificidad
y que el efecto de la terapia sea mas eficaz?’?®

Existen diversos protocolos para la fenotipificacion de la LA, pero las condiciones
econdmicas de los paises Latinoamericanos no hacen posible su desarrollo
debido a los altos costos que estos implican®'*?, por tal motivo se realizd el
segundo consenso latinoamericano para la inmunofenotipificacion por citometria
de flujo de las malignidades hematoldgicas, en el cual se acordd que la
fenotipificacion de la LA debe ser capaz de reconocer el linaje y la inmadurez
celular, como se detalla a continuacion:

a) LLA de linaje T, se sugiere la utilizacion de CD2, CD7 y CD3 como los mejores

marcadores de linaje de células T, mientras que la etapa de madurez sera
definida por la presencia de CD34, TdT y CD45.
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b) LLA de linaje de precursores de células B, se recomienda el uso de CD19,
CD10 y CD79a para definir el linaje B, y CD34, CD45, HLA-DR y TdT para
determinar la etapa de maduracién.

c) LAM, la definicion del linaje celular de los blastos se logra por medio de CD13,
CD33, MPO, y CD117, y para la etapa de maduracion se sugiere el empleo de
HLA-DR, CD34 y CD45.

d) LA bifenotipicas, pueden identificarse cuando los blastos presentan los
marcadores de dos lineas celulares, no obstante debe descartarse su expresion
aberrante mediante el empleo de CD3, CD19 y MPO*

La clasificacion de LA mas precisa se logra determinando la expresion de dos
antigenos de linea y dos de maduracion.

Los subtipos inmunoldgicos que se han reportado en las ciudades de México y
Puebla, se muestran en la tabla 5. 2°*:

Tabla 5

Frecuencia de fenotipos reportados en diversos estudios en México

Subgrupo Frecuencia (%) Ciudad
LLA nula 5 México
PreB temprana 7.5 México
Comun 74.6 México
Células B 3.5 México
Células T 9.4 México
Pre B 4.6 Puebla
Comin 2 Puebla

El estudio de genotipo se ha convertido en una de las caracteristicas mas
importantes para tomar decisiones terapéuticas, entre las que se encuentran el
llevar a cabo o no transplante alogénico de médula 6sea durante la primera
remision del padecimiento. Se recomienda que los centros que no cuenten con
métodos para hacer estudios citogenéticos y moleculares de las células
leucémicas, se asocien con otros en los que se lleven a cabo estos estudios.

En México la leucemia aguda es la séptima causa de muerte en la edad
preescolar (1-4 anos) con 255 defunciones en el 2005 y es la segunda causa de
muerte en la edad escolar (5 a 14 afios) con 602 defunciones para el mismo afio y
representa el 34.4% de las neoplasias malignas en pediatria, entre ellas la
leucemia linfoblastica corresponde al 75% de todas las modalidades de leucemia
aguda, su incidencia en México es de cinco casos por cada 100,000 por afo y el
pico de edad de maxima frecuencia es entre los dos y los cinco afios, la mayor
cantidad de pacientes se ha registrado en el Distrito Federal, Puebla, Jalisco y
Nuevo Leén>*3*,
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Las leucemias agudas no linfoblasticas abarcan el 25% de las leucemias agudas
en niRos mexicanos, la incidencia de esta enfermedad es de 3 a 5.5 casos por
millon, de manera leve el género masculino es el mas afectado, se ha
comunicado una incidencia relativamente mayor en las grandes ciudades de la
Republica Mexicana, con inclusion del DF, Guadalajara, Monterrey y Puebla, lo
cual quiza se relaciona con la posibilidad de llevar a cabo un diagnéstico mas
preciso en esos sitios?>3,

La leucemia aguda tiene un mecanismo causal multifactorial y una composicion
biolégica heterogénea, los factores hereditarios, la exposicion a radiaciones, a
sustancias quimicas y a tratamientos quimioterapéuticos?® han sido implicados en
el desarrollo de ella, la predisposicion genética podria jugar un papel principal en
el desarrollo de la enfermedad, ya que se ha observado que individuos con
historia familiar de leucemia o linfoma tienen 5.6 veces mas riesgo para
desarrollar leucemia mieloide aguda®. Los factores ocupacionales y la exposicién
ambiental a radiaciones o quimicos también han sido reportados como factores de
riesgo al igual que el estatus social y la edad de la madre al parto®.

Uno de los objetivos actuales de la terapia de los procesos leucémicos es
proporcionar a los pacientes un tratamiento individualizado a través del
diagnéstico y clasificacion minuciosa de cada paciente, en base a diferentes
caracteristicas que se han asociado con mejores resultados (factores prondsticos)
como: edad, cuenta de leucocitos, género, fenotipo, estado del sistema nervioso
central, estado nutricional y genética e inmunologia molecular, siendo éstas
ultimas la de mayor peso. 824!

En Guerrero y otras entidades del pais, se tiene una poblacién infantil afectada
por esta enfermedad, con caracteristicas socioeconomicas que dificultan su
acceso a los servicios especializados que se requieren para un correcto
diagnéstico y seguimiento. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue
caracterizar molecularmente los tipos de leucemia aguda en los centros
hospitalarios del estado de Guerrero y otras entidades, mediante la detecciéon de
las translocaciones (9;22), t(8;21), t(12;21) e Inv (16) y determinar la estirpe
leucémica por medio de citometria de flujo con el propdsito de mejorar el
diagnéstico y determinar si existe asociacion entre el grupo de riesgo y las
variables de exposicion como son : ocupacion del padre y la madre, lugar de
origen, exposicion a agroindustriales, solventes, radiaciones, antecedentes
familiares de leucemia, cancer o defectos genéticos.
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MATERIALES Y METODOS

El presente fue un estudio de tipo observacional, transversal y retrospectivo,
realizado a partir del mes de Junio de 2005 a Junio de 2006, en 40 pacientes, 33
que acudieron al servicio de Oncologia Pediatrica en el Instituto Estatal de
Cancerologia “Arturo Beltran Ortega”, de la ciudad de Acapulco, Guerrero y 7 que
acudieron al servicio de Onco-Hematologia del Hospital del Nifio Morelense, de la
ciudad de Cuernavaca Morelos, México con diagndstico de leucemia aguda y
edad maxima de 17 afos, cuyos padres otorgaron un consentimiento informado .

La estandarizacion de las técnicas de Biologia Molecular y de Citometria de Flujo
se llevé a cabo en las instalaciones de los Laboratorios Clinicos de Puebla y del
Centro de Hematologia y Medicina Interna de Puebla, bajo la direccion del Dr.
Guillermo Ruiz Arguelles.

Una vez estandarizadas las técnicas, se trabajéo en las instalaciones de los
laboratorios de Biologia molecular de las Unidades Académicas de Ciencias
Quimicas y de Medicina de la UAG para la transferencia de la tecnologia.

En cuanto a la captacion de pacientes, se inicié con la toma de muestras de
sangre periférica con EDTA, las cuales se mantuvieron en refrigeracion hasta su
procesamiento, una vez obtenidas, las muestras fueron transportadas al
laboratorio de Biomedicina Molecular de la Universidad Auténoma de Guerrero en
la ciudad de Chilpancingo, Guerrero para su procesamiento.

A los padres del paciente se les aplicé una encuesta para recabar datos
personales y del entorno familiar, como ocupacién y nivel de estudios de ambos,
lugar de nacimiento del paciente, lugares de residencia, edad de la madre al
parto, exposicion a agroindustriales, solventes, sustancias quimicas, radiaciones,
antecedentes familiares de leucemia, cancer o defectos genéticos. Ademas se
obtuvieron datos del expediente clinico de cada paciente, como el numero de
leucocitos al diagndstico, edad, sexo, la cuenta de leucocitos al momento de la
toma de muestra, si presentaba desnutricion, o infiltracion al sistema nervioso
central, la clasificacion de la leucemia segun la morfologia, si estaba recibiendo
tratamiento y los dias de duracion.

Una parte de la muestra se destind al estudio molecular para detectar las
translocaciones t (9;22), t (8;21), t (12;21) e Inv (16) y con la otra parte se obtuvo
el fenotipo inmunoldgico por citometria de flujo.

Para la realizacion de las técnicas moleculares se purificaron los leucocitos por
medio de lisis osmética selectiva de eritrocitos® y se extrajo el RNA por el método
de fenolclororformo®” 2.

La integridad del RNA se comprobd por una electroforesis en gel de agarosa al

0.8%, posteriormente se realizo la retrotranscripcion con la enzima Superscript |l
de Invitrogen (catadlogo 18064-014) de acuerdo con las instrucciones del
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fabricante. La mezcla de reaccion contenia 0.5 mM DNTPS (A,C,G,T), 0.5ug/ ul
de Oligo dT%, 3 pg de RNA y agua para un volumen de 12pl, la cual se incubd 5
minutos a 65 °C; posteriormente, se agregaron 5 ul de 5XRT Buffer, 0.005 M DTT
y 40U de RNasaOut*’, se incub6 2 minutos a 42 °C y por ultimo, se agregaron
200U de SuperScriptll*', y se incub6 a 42 °C por 50 minutos. La reaccién se
desactivo a 72 °C por 15 minutos.

La amplificacion del cDNA se llevé a cabo con la técnica de PCR usando la
enzima Taq recombinate de Invitrogen*?. La mezcla de reaccién contenia 5 ul de
10XPCR Buffer, 10 ug de cDNA, 0.4 uM de los iniciadores correspondientes, 1U
de Taq DNA polimerasa y agua bidestilada estéril para un volumen final de 50pul.
Por cada participante en el estudio, se usaron para el diagndstico dos muestras
del paciente, un control interno, un control positivo y un control negativo para
cada una de las translocaciones. La amplificacion se llevd a cabo en un
termociclador Mastercycler epgradient, de Eppendorf, bajo diferentes condiciones
de alineamiento de acuerdo a la tabla 6. En total se usaron 16 oligonucleétidos
diferentes. Los productos amplificados fueron observados por medio de
electroforesis en geles de agarosa al 2.5% tefidos con bromuro de etidio.

A 30 pacientes se les determind el fenotipo inmunoldgico por medio de la técnica
de citometria de flujo en las instalaciones del laboratorio de Diagnéstico Molecular
de la Facultad de Medicina de la UAG, para lo cual se utilizé un citdmetro tipo
FACScan de Beckton Dickson (BD). El panel de anticuerpos utilizados
comprendia: CD45, CD10, CD19, CD20, CD2, CD7, CD3, CD33, CD13, HLA-DR,
CD14, CD34 Y CD 41, todos de BD, y cada uno estaba conjugado con diferentes
fluorocromos discriminables entre si, como ficoeritrina (PE), isotiocianato de
fluoresceina (FITC) y peridinato de clorofila (PerCP) . La muestra sanguinea se
marco, se lisd con la solucion FacsLysing y se lavd por dos ocasiones con la
solucion FacsFlow, ambas de BD. Los resultados se analizaron mediante el
programa CellQuest, modalidad de lisado con lavado mediante la construccién de
histogramas biparamétricos de las fluorescencias de tipo FL1, FL2, FL3 y
Forward Side Scatter (FSC) y Side Scatter (SSC). Se utilizaron controles de
Isotipo para la compensacion y la técnica de Gating CD45 para la ubicacion de las
células inmaduras®*.

La informacion clinica, los datos de la encuesta y los resultados de las técnicas
moleculares fueron analizados mediante el programa Intercooled STATA 8 y
SPSS 12 para Windows. Se realizé descripcién de frecuencias de cada variable y
busqueda de correlaciones entre la presencia de translocaciones y los factores de
riesgo presentes en la poblacion mediante regresion logistica.
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Tabla 6

Oligonucleodtidos utilizados y condiciones de alineamiento en el estudio sobre leucemia

aguda. Acapulco, Guerrero, México, junio 2005 — Junio 2006

45,46,47,48,49.

Translocacién | Tamafio Oligonucleétido Secuencia Condiciones

pb

t(9;22)™% Preciclo:
Subtipo LCP27 y LCP28 5’tcgtgtgtgaaactccagac3d’ 1mina 95 °C
b3a2 349 5’ccattccccattgtgattat3” 40 ciclos:
subtipo LCP27 y LCP28 | 5'tcgtgtgtgaaactccagac3’ 15sega 94 °C
b2a2 274 5 ccattccccattgtgattat3 20 seg a 60 °C
subtipo BCRe1yLCP28 | 5’actgcccggttgtcgtgt3” 20sega72°C
ela2 317 5"ccattccccattgtgattat3” Post-ciclo:

Control interno 2mina72°C

ABL LCP29 y LCP28 5’tagcatctgactttgagcect3”

200 5 ccattccccatigtgattat3”

t(8;21)*" 467 AML1-C y MTG8-2 | 5'gagggaaaagcttcactctgd” Preciclo:

5°gcgaactctttctcctatc3” 1mina 95 °C

Control interno 192 AML1-C y AML1-E | 5°gagggaaaagcttcactctg3” 40 ciclos:

AML 5°gccgeagctgctecagttca3” 15sega 94 °C
20sega62°C
30sega72°C
Post-ciclo:
2mina72°C

t(12;21)% Primera

Subtipo 271 12TEL-e y 5agccccatcatgcaccctctgatee3d” amplificacién

1s1 AML-e 5°gtggtcggccagcacctccacc3” Preciclo:
1min a 95°C

Subtipo 232 22 TEL-iy 5’'gcagaattccactccgtggatttcaaacagtcc3” | 40 ciclos:

1s2 AML-i 5"aacgcctcgcteatcttgectgggete3” 15sega 94 °C
30sega64°C

Control interno 200 AML1-C y AML1-E | 5°gagggaaaagcttcactctg3’ 30sega72°C

ABL1 5°gccgeagctgetecagttca3 Post-ciclo:
2mina72°C
Segunda
amplificacion
Preciclo:
1mina 95 °C
40 ciclos:
15sega 94 °C
30sega60°C
30sega72°C
Post-ciclo:
2mina72°C

Inv16® Preciclo:

Subtipo A 227 MYA'y 5agctgegtcttcatctectc3d” 1mina 95 °C

CBFB5 5’°ctggatggtatgggctgtct3” 40 ciclos:

Subtipo B 241 3-y 5"agctgcgtcttcatctecte3’ 15sega 94 °C

4- 5'ctggatggtatgggetgtet3” 20 seg a 66 °C
Subtipo B 620 MYA'y 5’gtctgtgttatctggaaaggctg3’ 20sega72°C

CBFB5 5°cgtactgctgggtgaggttct3” Post-ciclo: \

Subtipo C 568 3-y 5°gtctgtgttatctggaaaggctg3” 2mina72°C

4- 5 cgtactgctgggtgaggttct3”
Subtipo D 775 3-y 5°gtctgtgttatctggaaaggcetg3”

4- 5 cgtactgctgggtgaggttct3”
Control interno 230 CBFB5"y 5°ctggatggtatgggctgtct3”
CBFp 194 CBFp3’ 5’tagggtcttgttgtcttcttge3”

160
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RESULTADOS

Caracteristicas generales de los pacientes que ingresaron al estudio.
De Junio de 2005 a Junio de 2006 se captaron 40 pacientes, 33 del servicio de
oncologia pediatrica en el Instituto Estatal de Cancerologia de la ciudad de
Acapulco, Guerrero y 7 del servicio de Onco-Hematologia del Hospital del Nifio
Morelense de la ciudad de Cuernavaca, Morelos, 36 fueron de nuevo ingreso y 4
se encontraban en diferentes etapas del tratamiento. La mayoria de los pacientes
provenian del medio rural, con nivel socioeconémico bajo, la mayoria de las
madres eran ama de casa, y la principal ocupacion de los padres fue la de
campesino, la escolaridad de los padres fue baja (tablas 7 y 8).

Tabla 7 Ocupacién de los padres de los nifios con LA participantes del estudio

OCUPACION | FREC | % OCUPACION | FREC | % | OCUPACION | FREC | %
DE LA DEL PADRE DEL PADRE
MADRE
Ama de casa 29 72.5 | Campesino 15 37.5 | Policia 1 2.5
Empleada 4 10 Hojalatero 1 2.5 | Taxista 1 2.5
doméstica
Mostrador 1 2.5 | Boletero 1 2.5 | Vaquero 1 2.5
Desconocido 6 15 Obrero 1 2.5 | Fotografo 1 2.5
Total 40 100 | Ayudante de 1 2.5 | electricista 1 25
platero
Albanil 2 5.0 | cargador 1 2.5
Chofer 1 2.5 | inmigrante 2 5.0
Desempleado 1 2.5 | Pebdn 1 2.5
Desconocido 8 20 Total 40 100

Tabla 8. Escolaridad de los padres de los pacientes con LA participantes en el

estudio

ESCOLARIDAD DE LA

MADRE

ESCOLARIDAD DEL |

PADRE

Frecuencia

%

Frecuencia %

| Analfabeta

4

10

3 7.5

| Primaria sin terminar

6

5 12.5

| Primaria terminada

15

16 40

Secundaria sin
terminar

1

1 2.5

Secundaria
terminada

5.0

Bachillerato sin
terminar

0

Bachillerato
terminado

10

[ Universitarios
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En el Estado de Guerrero la region mas afectada fue Acapulco, seguida de la
zona Centro y ambas Costas. En cuanto a los pacientes provenientes del estado
de Morelos del Hospital del Nifio Morelense, la distribucion geografica fue muy
variable, se tuvieron pacientes de Cuernavaca, Distrito Federal y Tepic, Nayarit
(tablas 9y 10).

Tabla 9. Distribucion geogréafica de los casos de LA infantil en el estado de
Guerrero de Junio de 2005 a Junio de 2006

REGION NUMERO DE CASOS PORCENTAJE
Acapulco 14 42.42
Centro 3 9.09
Costa grande 3 9.09
Costa chica 3 9.09
Norte 3 9.09
Montafa 2 6.06
Tierra caliente 1 3.03
No se conoce 4 12.12
Total 33 100

Tabla 10. Distribucion geografica de los casos de LA provenientes del HNM
del estado de Morelos.

CIUDAD NUMERO DE CASOS PORCENTAJE
Cuernavaca, Morelos 2 28.6
México, DF 1 14.2
Tepic, Nayarit 1 14.2
No se conoce 3 43
Total 7 100

En el grupo de estudio los pacientes masculinos fueron 23 y femeninos fueron 17,
el rango de edad fluctué de 6 meses a 17 afios con una media de 8.9 afos, la
cuenta de leucocitos menor fue de 1,900/mm? y la mayor fue de 390,000/mm?® con
una media de 63,760/mm> y 16 pacientes presentaron ISNC (tabla 11) y se
agrup6 a los pacientes en base a los factores de riesgo (tabla12).

Los factores de riesgo encontrados en la poblacion de estudio fueron los
siguientes: dos familias reportaron antecedentes de defectos genéticos, una
familia reporté antecedentes de linfoma y 8 familias reportaron antecedentes
familiares de cancer, en 4 familias se detectd exposicion a solventes y en 20
familias se report6é exposicion a productos agroindustriales.
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Tabla 11. Caracteristicas clinicas y tipo de exposicién de los pacientes participantes

en el estudio sobre leucemia aguda en Guerrero y Morelos durante el periodo de
Junio de 2005 a Junio de 2006

NP | SEXO | EDAD | DX | FENOTIPO CTA DESNUT | ISNC T TRANSLOC | EXPOS
MFE LEUCOS EVOL

1 F 1 L1 LMA 60,000 Si No DN t(8;21) Agr
2 M 5 L1 NR 390,000 Si Si DN No Sol
3 M 2.5 L1 NR 32,000 Si Si DN No No
4 M 10 L1 NR 33,000 Si Si DN No Agr
5 F 4 L1 NR 4,400 No No [ 2afios No No
6 F 11 L1 LLAB 64,300 No No DN t(12;21) Agr/Sol
7 M 4 L1 LLAB 104,450 Si Si DN (9;22) Agr sol
8 M 8 L1 LLAB 6,200 Si Si 4afos No Agr
9 M 9 L1 NR 59,000 No Si DN 1(9;22) Agr
10 M 13 L1 NR 4,300 No Sl 3afios No Agr
11 F 4 L1 LLAB 56,800 No No DN No Agr
12 F 5 L1 LLAB 32,100 No No DN No No
13 F 6 L1 NR 10,000 Si Si DN No Agr
14 M 2 L1 LLAB 38,300 Si Si DN No Agr
15 F 0.5 L1 NR 120,00 Si No DN No Agr
16 F 10 LGC NR 18,300 Si No DN No No
17 F 6 L2 LLAB 6,000 No No DN No No
18 M 14 L1 LLAB 88,000 Si Si DN No Agr
19 M 15 M1 LLAB/T 18,100 No No DN No Agr
20 M 14 L1 LMA 125,000 No Si DN t(8;21) Agr
21 M 9 L2 LLAB 15,000 No No DN No Agr
22 F 9 L1 LLAB 16,800 No No DN No No
23 M 17 L1 LLAB 22,500 Si Sl DN (9;22) No
24 F 10 L1 LLAB 5,700 Si Si DN 1(9;22) No
25 M 14 M1 LMA 12,500 No Si DN No Agr
26 F 11 L1 LLAT 104,00 No No DN No No
27 M 13 L1 LLAB 15,000 Si No DN No No
28 M 15 M7 LLAB 142,000 No No DN No No
29 M 12 L1 LLAT 180,000 No No DN No No
30 M 16 L1 LLAB 2,200 Si No DN No Agr
31 F 17 L2 NR 16,000 Si Sl DN No No
32 M 6 L1 LLAB 23,000 No No DN No No
33 M 9 L1 LLAB 34,000 No No | 4afios No No
34 F 16 L1 LLAB 185,000 No No DN No Agr, sol
35 M 10 L1 LLAB 295,000 Si Si DN No Agr
36 F 2.5 L1 LLAB 65,600 Si No DN No Agr
37 F 12 L1 LLAB 11,500 No No DN No No
38 F 8 L1 LLAB 60,000 Si No DN No No
39 M 8 MO LLAB 1,900 No No DN No No
40 M 2 L1 LLAB 10,000 No No DN No No
Np: ndmero progresivo Fenotipo: Dx mf: diagnostico morfolégico

Sexo:

F: femenino
M: masculino
Edad: afios

Cta leucos: cuenta de leucocitos al

diagndstico

Transloc:translocaciéon

NR: no realizado

LMA:leucemia mieloide aguda
LLAB:leucemia linfoblastica aguda B
LLAT: leucemia linfoblastica aguda T

LLA B/T: leucemia bifenotipica

ISNC: infiltracion al sistema nervioso central

T evol: tiempo de evolucion:
DN:diagnéstico nuevo

Desnut: desnutricion
Expos: exposicion
Agr: agroindustriales
Sol: solventes
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Tabla 12. Grupos de riesgo con base en los factores prondsticos observados en la
poblacion estudiada

FACTOR GRUPO DE RIESGO ESTANDAR GRUPO DE ALTO RIESGO
PRONOSTICO
Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje
Edad Mas de 1 y menos de 9 50.0 Menos de 1y mas de 9 50
20 20
Femenino Masculino
Sexo 17 42.5 23 57.5
. No Si
Desnutricion 21 52.5 19 47.5
Leucocitos al Menor a 50,000/mm® Mayor a 50,000/mm°
) P 60 40
diagndstico 24 16
No Si
ISNC o4 60 16 40
Morfologia meoglsastlca 875 Mlelotz_)lastlca 125

Caracterizacion molecular de los pacientes que ingresaron al estudio.

A los 40 pacientes se les realizd el estudio molecular para la deteccién de las
translocaciones t(9;22) , 1(8;21), t(12;21) e Inv16 por medio de RT-PCR, en las
figuras 7 y 8 se muestran los corrimientos electroforéticos de los productos de
PCR de pacientes que resultaron positivos.

246pb

MP Pac

Pac

f

317pb

f f

200pb 349pb

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 2.5% de los productos de PCR
para detectar la translocacion t(9;22). Carril 1: MP marcador de peso molecular de

123 pb, carril 2:

muestra del paciente con oligonucledtidos para detectar los

arreglos de tipo b3a2 y b2a2, carril 3: muestra del paciente con oligonucleétidos
para detectar el arreglo de tipo e1a2, carril 4: Cl control interno ABL, carril 5: CP
control positivo tipo b3a2, carril 6: CN control negativo
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 2.5% de los productos de PCR
para detectar la translocacién t(8;21). Carril 1:MP marcador de 123 pb, carril 2 y 3:
muestra del paciente con oligonucleétidos para detectar la quimera AML/ETO, carril
4: control interno AMLA1, carril 5: control positivo de t(8,21), carril 4: control negativo.

Se detectaron 4 p=riertes positivos para la translocacion t(9;22), dos pacientes
positivos para la t(8;21), un paciente positivo para la translocacion t(12;21) y no se
detectaron pacientes positivos para la inv16 (tabla 13).

Tabla 13
Resultado de la deteccion de translocaciones por RT-PCR en el grupo
estudiado.

TRANSLOCACION FRECUENCIA | PORCENTAJE
Pacientes que no presentan 33 82.50
Pacientes que presentan 7 17.50
Total 40 100

Tipo de translocacién
t(9;22) 4 10
t(8;21) 2 5
t(12;21) 1 2.5
Inv (16) 0 0

Caracterizacion inmunofenotipica de los pacientes que ingresaron al estudio
De todos los pacientes se tiene el reporte del estudio morfolégico realizado y en
30 casos fue posible realizar la determinacion del fenotipo por medio de citometria
de flujo. En la tabla 14 se presentan los fenotipos detectados por citometria de
flujo, observandose que el fenotipo mas frecuente fue el de LAL B.
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Tabla 14

Fenotipos observados por citometria de flujo en la poblacién en estudio

FENOTIPO FRECUENCIA PORCENTAJE
LAL B 24 60
LALT 2 5
LAM 3 7.5
BIFENOTIPICA 1 2.5
No realizados 10 25
Total 40 100

Mientras que el reporte morfoldgico de los pacientes, el cual fue asignado por el

la

especialista, se detalla en la tabla 15, observandose que la mas frecuente fue
tipo L1.
Tabla 15
Diagndstico morfolégico reportado en los pacientes estudiados
MORFOLOGIA FRECUENCIA PORCENTAJE PORCERI,G:EE POR
L1 32 80 LINFOBLASTICAS
L2 3 7.5 87.5
LMA M7 1 2.5 MIELOBLASTICAS
LGC 1 2.5 12.5
MO 1 2.5
M1 2 5
Total 40 100 100

Cuando se contrasto el resultado del fenotipo con el de la morfologia reportada,
se observo discordancia de resultados en 7 casos (23.3%), en dos casos se habia
clasificado la leucemia de los pacientes como L1 pero el resultado de la citometria
reveld que eran LAM con alto grado de inmadurez (figura 9). En dos casos la
leucemia fue clasificada como LAM, pero el fenotipo inmunoldgico revelé que eran
LAL B con alto grado de inmadurez (figura 10). En dos casos la leucemia fue
clasificada como L1 pero el fenotipo inmunoldgico fue compatible con LAL T, por
los grupos de riesgo
correspondientes teniendo que modificar su tratamiento (tabla 16).

lo que estos pacientes fueron

Tabla 16

reasignados a

Casos de discordancia entre el resultado del estudio morfolégico y el
fenotipo por citometria de flujo, se resalta en negritas y cursivas los
casos de discordancia.

MORFOLOGIA FENOTIPO DE LOS BLASTOS

LMA LLAB LLAT LLA B/T
LLA 2 22 2 0
LMA 1 2 0 1
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Translocaciones y riesgo de factores prondésticos adversos en la poblacion
en estudio

Se agrupo a los pacientes en base a los factores prondsticos y la presencia de
translocaciones, observandose que la mayor parte de los pacientes portadores de

translocacion se encontraban dentro de los grupos de alto riesgo (tabla 17).

Tabla 17

Grupos de riesgo con base en los factores prondésticos investigados en la poblacion y

la presencia de translocaciones.

P CON SIN
FACTOR PRONOSTICO TRANSLOCACION % TRANSLOCACION % RM IC P
Edad
M~enos de1ymasde9 5 12.5 14 35 33 0.5-20 017
afnos
1 a9 afnos” 2 5 19 47.5
Sexo
Masculino 4 10 19 47.5 0.9 0.12-7.3 0.9
Femenino* 3 7.5 14 35
Desnutricién
Con desnutricién 5 12.5 13 325 | 34| 0520 | 041
Sin desnutricion* 2 5 18 45
Cuenta de leucocitos al
dx 5 12.5 11 275
Mayor a 50 000 mm? 47 0.79-28 | 0.08
Menor a 50 000 mm® 2 5 22 55
ISNC
Con ISNC 5 12.5 " 215 | 47 | 079-28.7 | 0.08
Sin ISNC* 2 5 22 55
Fenotipo
LMA y LLAT 2 5 3 75 | 93 | 064139 | 0.1
LLAB* 1 2.5 14 35
Morfologia
LAM 1 2.5 5 125 1 09 | 00110 | 09
LLA* 7 17.5 28 70

*Categoria de referencia RM: Razdén de momios IC: Intervalo de confianza

Factores de riesgo encontrados en la poblacion en estudio

Los factores de exposicidon se agruparon por la presencia o ausencia de
translocaciones con el fin de buscar relaciones de riesgo, observandose un riesgo
aumentado de portar translocacion en aquellos pacientes que tenian
antecedentes familiares de cancer, exposicibn a solventes y exposicion a
productos agroindustriales (tabla 18).
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Tabla 18

Factores de riesgo encontrados en los pacientes con LA agrupados de

acuerdo a la presencia o ausencia de translocacion.

SIN

CON

TRANSLOCACION | TRANSLOCACION | RM | 1€ | P
Sin Antecedentes 16 5
familiares de cancer* 8 1.06- 0.04
Con Antecedentes 60 ’
- . 4 4
familiares de cancer
Sin exposicién a 5 1
agroindustriales* 0.15-
— 1.6 0.6
Con exposicion a 17
. ) 15 5
agroindustriales
Sin exposicién a 19 4
solventes* 4.75 0.55- 0.1
Con exposicion a 2 ' 44 '
solventes

*categoria de referencia, RM: Razén de momios, IC: Intervalo de confianza
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Figura 9. Resultado del fenotipo inmunolégico por citometria de flujo del paciente 20, se

muestran los histogramas de la expresién de CD45, CD13 y CD34, caracteristicos de la
LAM.
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9.2 Histograma biparamétrico de la
expresion de CD45 (eje de las X) y
complejidad celular, SSC, (eje de las y).
En color rojo se observa la zona de
blastos identificada por su baja

expresion de CD45 .

9.3 Histograma biparamétrico de la
expresion de los antigenos mieloides
CD13 (eje de las Y) y CD33 (eje de las
X), se observa expresién aumentada de

CD13 caracteristico de la linea mieloide.
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9.4 Histograma biparamétrico de la
expresion del antigeno de maduracion
CD34 y del CD45, la flecha indica
expresion aumentada de CD34
caracteristico de las células con alto grado
de inmadurez.
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Figura 10. Resultado del fenotipo inmunolégico por citometria de flujo del paciente 39, se
muestran los histogramas de la expresién de CD45, CD10, CD19, CD20, HLA-DR y CD34,
propios delaLLA-B
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10.1 Histograma biparamétrico de la
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10.5 Histograma biparamétrico de la
expresion del antigeno de maduracion
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El grupo de estudio estuvo conformado por familias de bajos recursos
econdémicos, que provenian en su mayoria del medio rural, la mayoria de los
padres eran campesinos y las madres en su mayoria eran amas de casa, el nivel
de escolaridad principalmente fue primaria, la regién del estado en la cual se
encontraron el mayor numero de casos fue la de Acapulco, seguida de la region
Centro, Costa Chica, Costa Grande y Norte , las menos afectadas fueron la
Montafia (6%) y la Tierra Caliente (3%).

Se realiz6 la caracterizacion molecular de 40 pacientes con LA en el estado de
Guerrero y en el de Morelos durante el periodo de Junio de 2005 a Junio de 2006,
encontrandose en el 17.5% de los pacientes alguna de las 4 translocaciones, la
que se encontrd con mayor frecuencia fue la 1(9;22) con una frecuencia del 10%,
lo que no concuerda con datos internacionales que reportan una frecuencia del
3% en los pacientes con LAL™*' y en el Instituto Nacional de Pediatria (INP)
reportan una frecuencia para esta translocaciéon del 5% en el periodo de 2001-
2002°". Debido a que la presencia de esta translocacion conlleva un prondstico
desfavorable, seria acertado investigar la causa de esta frecuencia aumentada en
nuestra poblacion y tratar de identificar los factores de riesgo asociados.

En el caso de la t(8;21), en nuestra poblacién se observo una frecuencia del 5%,
lo que difiere de lo reportado en la literatura internacional, en donde se menciona
una frecuencia del 16%°?, mientras que en el INP durante el periodo de 2001 a
2002, se reportd su presencia en 9 de 28 pacientes (32%) con LAM, aqui
también es importante mencionar que en el grupo en estudio solamente
encontramos tres casos de LAM, lo que constituye el 7.5% de los pacientes
analizados y uno de los casos positivos para t(8;21) se encontré en un paciente
que fue caracterizado con morfologia tipo LAL L1 y al que no se le realizé la
fenotipificacion, por lo que seria conveniente realizar el estudio una vez que
termine su esquema terapéutico.

Se detectd un solo caso de la t(12;21), que representa una frecuencia en nuestra
poblacion del 2.5%, lo que contrasta con la bibliografia internacional que la cita
como la mas frecuente de las translocaciones en LAL, con un 22%"3.En nuestra
poblacion la translocacidon mas frecuente fue t(9;22) que es la representacion
citogenética del cromosoma Filadelfia, su presencia confiere un prondstico
sumamente desfavorable, sobretodo cuando aparece en nifios mayores de 10
afos, con cargas tumorales altas y mala respuesta a la prednisona, en nifios con
estas caracteristicas, el tratamiento de eleccién es el Transplante de Médula
Osea (TMO). La terapéutica para ellos es la considerada de riesgo alto. Dos de
los pacientes fallecieron, uno se encuentra en remision y esta en lista de espera
para el TMO vy el cuarto paciente presenta cargas tumorales altas, confirmandose
la severidad de esta variedad y resalta la importancia de detectarla en etapas
tempranas para ajustar el esquema terapéutico a uno de riesgo alto en espera de
mejorar el prondstico de remision.
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De los 30 pacientes con inmunofenotipo por citometria de flujo, se pudo observar
una frecuencia del 60% de LAL B lo que concuerda con la literatura internacional
y nacional®®***® ya que en general esta variedad es la mas frecuente en nifios, el
5% de LAL T menor que lo reportado a nivel nacional (9.4%)?°*° y una frecuencia
del 7.5% para las LAM. Con la determinacién del inmunofenotipo fue posible
también observar discordancia en siete casos con respecto a la identificacion
morfologica. El primero fue el paciente 20, diagnosticado morfolégicamente como
una L1 y al cual se le asigné un protocolo terapéutico de riesgo estandar, no
obstante el paciente no reacciond, manteniendo las cuentas leucocitarias altas, el
estudio de fenotipo por citometria de flujo mostré blastos que presentaban
expresion alta de CD13 y CD34, compatible con una leucemia mieloblastica,
permitiendo el cambio en la terapia. Finalmente el paciente fue cambiado de
institucién y no fue posible conocer su evolucion.

En dos casos (pacientes 28 y 39) fueron diagnosticados morfolégicamente como
LAM, sin embargo el estudio por citometria de flujo arrojé resultados compatibles
con leucemia linfoblastica de precursores de células B, lo que implicé asignarles
tratamientos menos agresivos, es decir terapias de riesgo estandar.

En dos casos mas los pacientes (26 y 29 ) fueron diagnosticados como LAL, sin
embargo el estudio por citometria de flujo permiti6 demostrar que la clona
afectada era de precursores de células T, el tratamiento para este tipo de
leucemia es muy particular y esta variedad es considerada como de alto riesgo™,
por lo que el prondstico de estos pacientes es desfavorable. En el caso del
paciente 1, se tenia indicios de una LAM ya que se detecto presencia de 1(8,21),
pero la morfologia indicaba una L1, el fenotipo no se realiz6 en ese momento ya
gue no estaban disponibles los reactivos, y cuando finalmente se hizo, se observo
la expresién de antigenos mieloides por lo que se tuvo que reorientar el
tratamiento. Finalmente el paciente 19 fue diagnosticado como una M1 por
morfologia y se le tratd6 de esa manera, sin embargo sufrié una recaida y se le
realizd el fenotipo inmunoldgico, en el cual se observé expresion de antigenos
linfoides de las lineas By T, siendo compatible con una leucemia bifenotipica de
linaje linfoide. Asi de los 30 fenotipos realizados, en el 23% de los casos (n=7) se
reorienté el diagnostico, lo que resalta la sensibilidad y especificidad de la
identificacion inmunofenotipica de las clonas alteradas y su utilidad para
emplearla en todos los pacientes de nuevo diagndéstico para evitar la aplicacion de
protocolos terapéuticos inapropiados garantizando una mejor respuesta y mejores
condiciones de vida de los pacientes.

El caso del paciente 26 resalta la importancia de la técnica de citometria de flujo
para la deteccion de células leucémicas, el paciente fue remitido a la institucion
por sospecha de LA, presentaba cuenta de leucocitos de 2200 y sintomatologia
compatible con LA, en un primer estudio por citometria de flujo, no se detectaron
blastos comunicandose el resultado al especialista, se tomd una nueva muestra
de sangre periférica, pero se observd sélo un 3% de blastos, y se mantuvo en
observacion al paciente, transcurridos 6 dias el paciente presentd erupciones
cutaneas y desarroll6 un cuadro de varicela, por lo que se aplicaron medidas
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profilacticas y se envié a su domicilio, una vez transcurrido el cuadro se le tomé
una muestra sanguinea y entonces se observo expresion de CD45, CD10 y CD19
en el 43% de las células, siendo el estudio compatible con LALB. En este caso fue
muy afortunada la decision del especialista de no administrar quimioterapia a la
llegada del paciente, sino guiarse por el resultado de la citometria ya que la
aplicacion de la terapia hubiera resultado en un aumento de la morbi-mortalidad.

Factores prondsticos

En general, se observo que la mayoria de los pacientes se encontraban dentro del
grupo de riesgo estandar de acuerdo a los factores prondsticos estudiados, pero
cuando se agruparon estos mismos factores de acuerdo a la presencia o ausencia
de translocacion, se pudo observar que la mayoria de los portadores de
translocaciones se encontraban ubicados dentro del grupo de riesgo alto en cada
uno de los factores prondsticos, o que nos indica que la presencia de las
translocaciones condiciona a presentar factores prondsticos adversos, de
acuerdo a las RM calculadas, se observé aumento en el riesgo en los pacientes
que portaban cuentas de leucocitos mayores a 50 000 (RM= 4.7), en el grupo de
edad de menos de 1 y mas de 9 afos (RM= 3.3 ), los que presentaban ISNC
(RM= 4.7), los que presentaban desnutricion (RM= 3.4) y los que tenian un
fenotipo considerado de alto riesgo (RM= 9.3) .

El 52.5% de los pacientes presentaron desnutricion al diagndstico, en algunos
estudios se ha mencionado que en si misma la desnutricion debe considerarse
como factor adverso, y se ha reportado que los nifios con desnutricion tiene una
sobrevida a cinco anos del 26% mientras que para los bien nutridos es de 59%
aunado a esto el riesgo relativo de morir es 1.8 veces mayor en ese mismo
periodo, a medida que avanzaba el tiempo de observacién la mortalidad de los
pacientes aumentaba de manera significativa, por lo que es necesario disefiar
nuevas estrategias para los nifios con desnutricion.*

Factores de riesgo

En el grupo de estudio se observd una alta frecuencia de exposicion a
agroindustriales (50%) debido a la ocupacién de los padres (campesinos) o bien
a la actividad desarrollada por los familiares con los cuales vivia el paciente, la
RM obtenida evidencié asociacion entre la exposicion a agroindustriales y la
presencia de translocaciones (RM= 1.6; 1Cg5%=0.15-17) pero ésta no fue
estadisticamente significativa a los niveles de confianza convencionales del 95%,
cabe comentar que al realizar la encuesta se exploro este temay de acuerdo con
la informacién proporcionada por los familiares pudimos detectar que los
agroquimicos son utilizados incorrectamente, puesto que los campesinos no
utilizan proteccion al momento de su empleo, refieren que de hecho se despojan
de su ropa para evitar que se impregne quedando totalmente expuestos a las
aspersiones, y es una practica comun llevar a los nifios a colaborar en esas
jornadas, los cuales van caminando exactamente detras de la persona que va
suministrando los quimicos, refieren que utilizan sustancias como el Gramozone,
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Sulfamin, Velfuran, sulfato, Foley, Esteron, Tamaron, Malation y otros de los
cuales no conocen el nombre ya que al pedirlos solo mencionan su utilidad (polvo
para maleza, polvo para la plaga, etc.), lo que nos alerta sobre la poca
informacioén que tiene este grupo laboral en este sentido. En la literatura se han
reportado diversos estudios que muestran un aumento en el riesgo de padecer LA
de hasta 7 veces en personas que han sufrido exposicién a pesticidas®” y los OR
aumentaron entre los portadores de polimorfismos en las enzimas CYP1ATm1y
CYP1a1m2 cuando la madre durante el embarazo o los nifios habian estado
expuestos a ciertos insecticidas®*°. En otro reporte se mostré que México es una
zona agrocultural con el mas alto dafio a la salud en la poblacion por pesticidas, y
que la relacién con el dafo a la salud se debe a la aplicacién de estos productos
cuyo uso en muchos casos esta prohibido en otros paises y en México.®

En nuestro estudio se observo que el 20% de las familias tenian antecedentes
familiares de cancer, la RM evidencié asociacion estadisticamente significativa
entre este grupo y la presencia de translocaciones (RM=8; I1Cgs% =1.06-60). En la
literatura se ha reportado un riesgo aumentado de padecer LA en pacientes que
tienen antecedentes familiares de cancer®!, pero no se encontraron reportes en
este sentido para riesgo de portar translocaciones en particular.

Se detectd exposicidon a solventes en el 10% de las familias, en base a la RM se
observé una asociacion aumentada (OR=4.75, 1Cg5%-0.5-44) no estadisticamente
significativa.

Enfermedad minima residual

Transcurrido un afio de haber iniciado este protocolo, se tuvo la oportunidad de
realizar la busqueda de EMR por citometria de flujo en cinco casos, 4 pacientes
se encontraban en remision (1,2, 3 y 7) y uno en recaida (8), en todos los casos
se pudo observar la presencia de EMR, pero en el caso de los pacientes en
remision fue de 1%, mientras que en el paciente en recaida fue del 18%, diversos
estudios han reportado que la presencia de EMR es un fuerte predictor de recaida
la cual se da en aproximadamente el 20% de los casos de LA, y se ha
demostrado que aquellos pacientes que presentan 1% de EMR al final de la fase
de induccion tienen mayor riesgo de recaer (68% +/- 16%) que aquellos que no
presentan EMR (7% +/- 7%) "“?"%2  por lo que el monitoreo de la EMR en las
diferentes etapas del tratamiento provee de informacion significativa al
especialista que puede dirigir el tratamiento para una recuperacion total del
paciente

Abandono del tratamiento

Los obstaculos observados en los paises en desarrollo para lograr una curacion
de los pacientes con LA son la pobreza nacional o individual, la falta de centros
meédicos especializados, un numero insuficiente de médicos especialistas, el alto
costo de los estudios para clasificacion de riesgos y la complejidad de los
tratamientos. Aunado a esto se tiene la busqueda tardia de atencion médica, los
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niveles socioeconémicos y culturales de la poblacion, la falta de estructuracion de
los sistemas de salud, los problemas geograficos y de comunicacion, la falta de
conexion de los tres niveles de atencidon médica y sobre todo la falta de
cumplimiento de las indicaciones médicas que genera abandono en el tratamiento
o de recidivas tempranas.

Muy pocas naciones proporcionan atencion gratuita a los pacientes con LAL, lo
que hace recaer el costo del tratamiento en el paciente individual o en su familia,
algunas organizaciones no gubernamentales han respondido a estas necesidades
especificas, lo que ha contribuido de manera significativa al tratamiento integral
de los pacientes, con la creacion de albergues para hospedaje de los enfermos y
su familia, financiamiento del tratamiento y transportacion de los pacientes
foraneos, en este estudio, nueve pacientes abandonaron el tratamiento por
diversas causas lo que representa el 22.5% del total.

En conclusion en el presente trabajo se logré cumplir con los objetivos y al
caracterizar adecuadamente la LA se logr6 mejorar el diagnostico de los
pacientes participantes, los cuales se veran beneficiados al recibir la terapia
adecuada de acuerdo a sus caracteristicas inmunologicas y genéticas en
particular, aunado a esto se logrd la aceptacion de los clinicos en 3 centros
hospitalarios, en Guerrero el IECAN-ABO y en Morelos en el HNM y en el hospital
del IMSS de la ciudad de Cuernavaca, ya que se dieron cuenta de la importancia
de las herramientas moleculares e inmunoldgicas al notar la mejoria de los
pacientes que ingresaron al estudio sobre todo en aquellos en los que se tenian
dudas sobre su clasificacion. Uno de los retos de la LA es el perfeccionamiento de
los tratamientos, en base al linaje involucrado y al genotipo individual, ya que la
quimioterapia es la piedra angular de la terapéutica de la enfermedad, es
importante realizar mas investigacion sobre factores prondsticos ocultos,
importantes en predecir la respuesta al tratamiento, como puede ser la
variabilidad en la biodisponibilidad y el metabolismo de las sustancias, la dieta y la
utilizacion de los medicamentos complementarios, en particular hace falta
abundar en el conocimiento de ciertas enzimas que metabolizan toxinas
endogenas y ambientales que pueden conferir resistencia a los agentes
citotoxicos , y de enzimas que generan las reacciones de desintoxicacion y
metabolismo de xenobidticos, en respuesta al tratamiento®®4%°. El desarrollo de
la farmacogendmica permitira identificar factores de riesgo genéticos relacionados
con mayor propension de generar la enfermedad, con el tipo de reaccion al
tratamiento y con la propension a generar segundos tumores como consecuencia
de la terapia, en este sentido ya se han obtenido indicios del papel importante que
juegan los polimorfismos de algunas enzimas como la MTHFR, TPMT, TS,
GTPS1, NAD(P)H, CYP1A2, CYP2D6 y CYP3A4%%% faltando analizar el papel
de ellas en nuestra poblacidon para tratar de explicar el resultado del tratamiento
en los pacientes con LA infantil y de esta manera mejorar las tasas de curacion de
la enfermedad.
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