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RESUMEN:

Introduccién: en México, las leucemias representan el tipo de cdncer mds frecuente en la poblacién menor de 15 afios con una tasa
de incidencia alta cuando se compara con paises desarrollados. La etiologia de las leucemias puede ser desconocida, sin embargo se
presentan distintos factores que pueden condicionar la enfermedad, tal es el caso de las translocaciones cromosémicas. El objetivo
de este trabajo es detectar las alteraciones moleculares: TEL-AML1, MLL-AF4, BCR-ABL menor y E2A-PBX1 en los pacientes
pedidtricos con leucemia aguda linfoblastica.

M¢étodos: se colectaron 91 muestras de médula 6sea de enero de 2012 a marzo de 2013 de pacientes pedidtricos con leucemia aguda
linfoblastica del Servicio de Hematologfa. Se detectaron las translocaciones (TEL-AML1, MLL-AF4, BCR-ABL menor y E2A-
PBX1) con técnicas moleculares de tiempo real con SYBR Green (Qiagen, Alameda, CA).

Resultados: se procesaron 91 muestras, las frecuencias detectadas para cada una de las translocaciones fueron: TEL-AMLI1
(7.21%), E2A-PBX1 (5.15%). Las translocaciones MLL-AF4 y BCR-ABL menor no fueron detectadas en este estudio.
Conclusiones: las frecuencias mostradas en este estudio estin en concordancia con los datos mostrados en la literatura donde TEL-
AML1 es la translocacién mds comin encontrada en pacientes pedidtricos. Es importante mencionar que E2A-PBX1 se encuentra
en una frecuencia alta en paises en vias de desarrollo al comparase con paises desarrollados.
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PALABRAS CLAVE: Leucemia, Nifio, Neoplasias, Médula dsea.

ABSTRACT:

Background: In Mexico, leukemia represents the most common type of cancer in the population under 15 years old with a high
incidence rate when compared with developed countries. The etiology of leukemia may be unknown, however different factors are
involve such as chromosomal translocations. The aim of this work is to detect the molecular alterations: TEL-AML1, MLL-AF4,
BCR-ABL minor and E2A-PBX1 in pediatric patients with acute lymphoblastic leukemia.

Methods: 91 bone marrow samples were collected from pediatric patients with acute lymphoblastic leukemia from january 2012
to march 2013 at the Pediatric Hematology Service, Hospital General “Gaudencio Gonzélez Garza”. Translocations detected
(TEL-AMLI, MLL-AF4, BCR-ABL minor and E2A-PBX1) using real time PCR, SYBR Green (Qiagen, Alameda, CA).
Results: 91 samples were processed, the detected frequencies for each translocation were: TEL-AMLI1 (7.21%), E2A-PBX1
(5.15%). The MLL-AF4 and the BCR-ABL minor translocations were not detected in this study.

Conclusions: The frequencies shown in this study are consistent with the data shown in the literature, where TEL-AMLI is the
most common translocation found in pediatric patients. It is of relevance to mention that E2A-PBX1 is found in a high frequency
in developing countries when compared with developed countries.

KEYWORDS: Leukemia, Child, Neoplasms, Bone marrow.

El cancer infantil en paises desarrollados es la segunda causa de muerte (4-5%) en menores de 15 afos,
mientras que en paises en vias desarrollo es menos del 1%, tomando en cuenta que las causas infecciosas son
mas frecuentes.

Se estima que anualmente aparecen 160 000 casos nuevos y 90 000 muertes en menores de 15 afios. > La
OMS indica que en paises desarrollados, la incidencia es de 140 casos por millén de habitantes. En algunos
paises en desarrollo, donde la poblacién pedidtrica comprende el 40 a 50% de la poblacidn, la proporcién
de céncer infantil representa el 3-10%. "*> Mundialmente los cinceres infantiles mas frecuentes son las

leucemias, los linfomas y los tumores en el sistema nervioso central. 1 En México, al ser un pais en vias de
desarrollo, se presenta una tasa de incidencia alta comparada con otros paises, e incluso entre los mismos

paises de América Latina, pudiendo encontrar una tasa de hasta 57.6 casos por millén. > Segin datos del

CENSIA, las leucemias son los cianceres infantiles mas frecuentes en nuestro territorio. > Las leucemias
surgen a partir de células linfoides que se encuentran en un estadio temprano de su desarrollo y se les
llama linfoblastos, los cuales proliferan incontroladamente e infiltran ampliamente la medula 6sea (muchas

veces involucrando la sangre periférica) impidiendo la hematopoyesis normal. Los principales subtipos de
leucemia descritos comprenden la leucemia linfobl4stica aguda (80%), la leucemia mieloblastica aguda (15%)
y la leucemia mielobldstica crénica (3-5%).>* En la etiologfa de las leucemias se presentan distintos factores
que pueden condicionar la enfermedad, tal es el caso de las enfermedades genéticas que promueven una
inestabilidad gendmica, los virus linfotrépicos, > agentes ambientales que provocan una estimulacién crénica
del sistema inmunitario, la radioterapia y quimioterapia, los bencenos y por ultimo, también se puede originar
por translocaciones cromosémicas y otras mutaciones adquiridas, donde muchas translocaciones especificas
son asociadas con ciertas neoplasias, sugiriendo un rol critico en su génesis; por lo que estas translocaciones
producen proteinas aberrantes que interfieren con la funcién normal o que aumentan de manera inapropiada
una funcién. >*°

La leucemia linfobl4stica aguda (LLA) es un cdncer compuesto de células inmaduras o progenitoras (pre-
B o pre-T), llamadas linfoblastos. El 85% de las LLA se clasifican como tipo B. La incidencia es mayor en
el hombre que en las mujeres y se presenta mayormente en la poblacién hispana, en comparacién con los
caucisicos. Morfolégicamente, la medula dsea tiene un aspecto de hipercelularidad y forma compacta; las
células anormales presentan un citoplasma con escasa basofilia y de aspecto a veces agranular; el nacleo es
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mucho mds grande que en los linfocitos normales y la cromatina nuclear se visualiza finamente punteada y

luce muy condensada; el nucléolo es casi desapercibido o estd practicamente ausente. 3

Clinicamente, los pacientes inician abruptamente con los sintomas desde los primeros dias hasta las pocas
semanas; al inhibir la funcién normal de la medula 6sea los pacientes presentan astenia y adinamia causada
por la anemia, infecciones secundarias por la neutropenia o, en ciertos casos, fallas en la coagulacién debido
a la trombocitopenia. "% Por otro, lado existen sintomas ocasionados por el efecto de masa (infiltracién),
como el dolor dseo al infiltrar la medula dsea. Se puede observar linfadenopatia generalizada, esplenomegalia,
hepatomegalia y, en ocasiones, puede infiltrar los testiculos. Cuando este tipo de cancer invade las meninges
en los pacientes, se pueden observar manifestaciones clinicas del sistema nervioso central tales como cefalea,
vémito y parélisis de ciertos nervios. 6789 E| prondstico en este tipo de leucemia en poblacién pedidtrica es
alentador, ya que se puede observar un porcentaje alto de remision (95%) y curacién (75-85%), sin embargo
existen varios factores que determinan un mal prondstico, como son: edad menor a 2 afios (translocaciéon
MLL involucrada), cuenta leucocitaria mayor a 100 000 células (la cual puede reflejar un cdncer de mayor
importancia) y presencia del cromosoma Filadelfia. ¢’

Las alteraciones moleculares que se presentan en la leucemia son causadas por multiples anormalidades
genéticas, la caracterizacion de los puntos de ruptura de las translocaciones recurrentes ha permitido la
identificacién de los genes involucrados que juegan un rol critico en la génesis de la leucemia. ® Durante
el estudio de las LLA se ha podido establecer que las translocaciones més relevantes para los pacientes
pedidtricos son: TEL-AMLI, £(12;21); MLL-AF4, t(4;11); E2A-PBX1 ¢(1;19) y BCR-ABL menor, £(9;22).
A nivel mundial se estima que, aproximadamente, el 50% de las leucemias son causadas por translocaciones
moleculares. ¢7%7

En el presente estudio se llevo a cabo la deteccion de las translocaciones relevantes en la poblacién
pedidtrica mexicana, donde se uso primeramente un ensayo de PCR punto final para la deteccion de estas
translocaciones, posteriormente se realizé una PCR en tiempo real siendo una prueba de alta sensibilidad
para la deteccidn de estas translocaciones o fusiones génicas.

METODOS

Este estudio se condujo en acuerdo con la Declaracién de Helsinki (1964), incluyendo todas las enmiendas
hasta la Revision de Fortaleza, Brasil (2013). El desarrollo de este estudio resguardd la integridad de los
pacientes y asegurd la calidad de la informacién registrada, ya que se apega a las Buenas Practicas Clinicas
(ICH, Guideline for Good Clinical Practice E6) y al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacién para la Salud. Previamente, se autorizé la conduccién del estudio por un comité de ética en
investigacion hospitalario y se realizé el consentimiento informado a cada padre/madre o tutor legal.

Poblacién de estudio

Se recolectaron 91 muestras de sangre procedente de medula dsea de pacientes pedidtricos que cumplian
con los criterios de diagnostico de leucemia linfobldstica aguda y que fueron atendidos en el Servicio de
Hematologia Pedidtrica del Hospital General “Gaudencio Gonzalez Garza” del Centro Médico Nacional
La Raza.
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Controles positivos

Se utilizaron las lineas celulares REH para TEL-AMLI, RS4 para MLL-AF4 y SupB15 para BCR-ABL
menor. El control positivo para E2A-PBX1 se obtuvo de un paciente pedidtrico positivo con leucemia
linfocitica aguda y analizado por secuenciacién.

Obtencidén y procesamiento de la muestra

El médico tratante realiza la puncién directa para la recoleccién de 2 ml de sangre de médula dsea.

Posteriormente mediante un gradiente de centrifugacién con LymphoprepTM, se realiza la separacién de
células mononucleares, como lo indican las instrucciones del fabricante, y se resguardan a -80 °C.

Extraccién del ARN

El ARN se extrae las células mononucleares o botén, se resuspende en 1 ml de TRIzol® (Ambion), segtn las
instrucciones del fabricante. Al botén se le agrega 30 ul de RNAlazer” (Ambion) para estabilizar y proteger
el ARN. Finalmente es almacenado a -20 °C para su posterior uso.

Sintesis de cDNA

Se determind la cuantificacién de dcidos nucleicos y pureza con equipo de espectrofotometria (Nanodrop
2000c, Thermo Scientific®). La concentracién de ARN utilizada para cada reaccién para llevar a cabo la
retrotranscripcion, fue 1 pug/pl. Cada una de las muestras contenia un volumen total final de 20 ul. En breve,
se adiciond en un microtubo de 0.2 ml, 1 pug de RNA de templado, 1 pl de Oligo dT (0.5 ug), agua libre de
RNAasas hasta tener un volumen final de 12 pl. La mezcla es colocada en el termociclador a 65 °C por 5
minutos y posteriormente se incubd en hielo por 5 minutos. Se agregé 4 pl de Buffer 5X para la sintesis de
la primera hebra, 2 ul de dTT (0.1M), 1 pl de mezcla de ANTP’s (10mM) y 1 pl de MML-V RT (200 U).
Finalmente, se incubé a 37 °C por 50 minutos y posteriormente a 70 °C por 10 minutos. La muestra de
cDNA se guard6 en un congelador a -20 °C, hasta su uso.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de beta actina

Previo a las amplificaciones especificas, la integridad del cDNA se comprobé mediante la amplificacién del
gen de Betaactina (Sentido 5’-ATG TGG CCGAGG ACT TTG ATT-3; antisentido 5-AGT GGG GTG
GCT TTT AAG GAT G-3’) con el siguiente perfil térmico: Un ciclo de desnaturalizacién a 95 °C por 1
minuto, posteriormente 35 ciclos donde cada ciclo consistié en desnaturalizaciéon a 95 °C por 1 minuto,
alineamiento a 60 °C por 30 segundos y extension a 72 °C por 30 segundos. Finalmente, un ciclo de extension
a72 °C por 7 minutos. Los productos esperados de la PCR de 107 pares de bases (pb) fueron analizados en
un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio al 1.5% en un transiluminador ChemiDoc™ XRS+ System
y el Software Image Lab™.
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Deteccidn de translocaciones por PCR punto final

Los juegos de iniciadores que se utilizaron para la amplificacién de los productos para TEL-AMLI (sentido
5-AAG CCC ATC AAC CTC TCT CAT C-3’; antisentido 5-TGG AAG GCG GCT GAA GC-3)),
MLL-AF4 (sentido 5-AGA ATC AGG TCC AGA GCA GAG C-3’; antisentido 5-ATG CTG AGA
GTCCTT TGT AGG G-3’), E2A-PBX1 (sentido 5’-GCA CAA CCA CGC GGC CC-3’; antisentido 5’-
CCA CGC CTT CCG CTA ACA GC-3’) y BCR-ABL menor (sentido 5’-ACC TCA CCT CCA GCG
AGG AGG ACT T-3’; antisentido 5-TCC ACT GGC CAC AAA ATC ATA CAG T-3’) se tomaron de

van Dongen et al. '®'! Todas las reacciones se llevaron a un volumen final de 15 pl y utilizando 100 ng de
templado para cada muestra. Las concentraciones finales de los reactivos para la mezcla son los siguientes:
Buffer de reaccién 1X, MgCl 1.5 mM, dNTP’s 0.2 mM cada uno, iniciadores 20 pmol y Taqg DNA polimerasa
1 U. Dentro el perfil térmico se utilizaron 2 diferentes temperaturas para optimizar los tiempos de trabajo,
para los perfiles térmicos utilizados para la amplificacién las translocaciones MLL-AF4, BCR-ABL menory
E2A-PBX1 se utiliz una Tm de alineamiento de 66.5 °C y para TEL-AML1 una Tm de 67.0 °C. El perfil
térmico incluyé: un ciclo de desnaturalizacién a 95 °C por 15 minutos, seguido de 35 ciclos: desnaturalizacion
295 °C por 60 segundos, alineamiento por 60 segundos y extension a 72 °C por 60 segundos. Un ciclo con
extension final a 72 °C por 10 minutos. Los productos obtenidos fueron analizados en un gel de agarosa
tefiido con bromuro de etidio al 2% en un transiluminador ChemiDoc™ XRS+ System y el Software Image

Lab™ (figura 1).
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FIGURA 1

Electroforesis de las translocaciones relevantes
A) Productos de PCR para MLL-AF4 de 385 pb, C1, C2 y C3 son controles positivos de la linea celular RS4. CN,
control negativo. B) Productos de PCR para E2A-PBX1. M6: Muestra de pacientes negativa, M9: Muestra de
paciente Positiva. ES y E6: Controles Positivos. Neg: Control Negativo. C) Productos de PCR para TEL-AMLLI.
CP: Control Positivo. CN: Control Negativo. M6: Muestra de Paciente Positiva. D) Productos de PCR para BCR-
ABL menor. CP: Control Positivo. CN: Control Negativo. MS y M8: Muestras de Pacientes negativas. PM: Marcador
de peso molecular. Los geles de agarosa al 2% y tefiidos con bromuro de etidio. Marcador de pares de bases de 100 pb
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Deteccidn de translocaciones por PCR tiempo real

Parala PCR tiempo real, se utilizé el mismo juego de iniciadores para cada una de las translocaciones descritas
anteriormente. Las reacciones se llevaron a un volumen final de 25 ul donde se agregaron a concentraciones
finales 1X QuantiTec SYBR Green PCR mezcla maestra (Master Mix), juego de iniciadores 300 nM cada
uno y 100 ng de cDNA. El perfil térmico que se utiliz6 fue el siguiente: Un ciclo de desnaturalizacién a 95
°C por 15 minutos, posteriormente 40 ciclos con desnaturalizacién a 95 °C por 1 minuto, alineamiento a 60
°C por 30 segundos y extension a 72 °C por 30 segundos. Finalmente, un ciclo con una extensién final a 72
°C por 10 minutos. Todas las reacciones se procesaron en un equipo Applied Biosystems® 7300 Real-Time
PCR System. La Tm del alineamiento se baso, de igual manera, en cada una de la translocaciones. La enzima
(HotStartTaq’ DNA polymerase, Qiagen) contenida en la mezcla maestra, se incubé durante la reaccién de
PCR 15 minutos a 95 °C para activarla y se empalma directamente con la desnaturalizacién inicial del perfil
térmico. El termociclador reporta la fluorescencia emitida por el SYBR Green en tiempo real.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante estadistica descriptiva y medidas de tendencia central con ayuda del
programa Excel.

RESULTADOS

Se procesaron 91 muestras de médula dsea de pacientes pedidtricos que cumplian con los criterios de
diagnéstico de leucemia linfobl4stica aguda atendidos en el Servicio de Hematologia Pedidtrica del Hospital
General “Gaudencio Gonzilez Garza” del Centro Médico Nacional La Raza.

Se realiz6 deteccion de translocaciones relevantes por PCR punto final y PCR tiempo real.

La estandarizacion de la PCR en tiempo real requiere de conocer la cantidad de copias de partida, para

establecer una curva estandar que delimite los limites de deteccién de la prueba (figura 2). 2

Delta Rn vs Cycle
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FIGURA 2
Rango dindmico de la prueba. Curva de amplificacién de la translocacién de MLL-AF4, linea celular RS4

Se realizaron diluciones de 1:10 hasta obtener una dilucién que contenia 1”100 copias por pl. Se corrié
una primera PCR tiempo real para determinar el rango dindmico, la eficiencia y el coeficiente de correlacién.
Los valores obtenidos para la translocacién MLL-AF4, se encontré una pendiente o slope: -3.570519, la y-
intercept: 38.749809, y lar2: 0.977009. Con base en estos datos se calculd la eficiencia de la prueba mediante

la siguiente formula: 12

307



REVISTA MEDICA DEL INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL, 2016, VOL. SUP. 54, NUM. 3, ISSN: 0443-511...

Eficiencia= (10 (1rslope))_

Siendo la Eficiencia:

Eficiencia= (10735751%)_1=0.905=90.5%

El resultado evidencia que la prueba tuvo un 90.5% de eficiencia, lo que muestra que durante cada ciclo que
avanza, el ensayo copia mas del 90% de lo que existia en el ciclo anterior. 12 Fl rango dindmico conseguido

en la curva de estandarizacién fue un limite superior de 1°10° copias a 1'10% copias. Para demostrar la
sensibilidad de la prueba, se comparé la curva estandar de la prueba de PCR en tiempo real contra una curva
estandar sometida a electroforesis en un gel de agarosa al 2%. El procedimiento anterior se aplicé para todas las
translocaciones de interés. Las frecuencia detectadas para TEL-AMLI1 (7.21%), E2A-PBX1 (5.15%), MLL-
AF4 y BCR-ABL menor no fueron detectados (87.64%).

Discusion

Anteriormente la clasificacién de riesgo de las leucemias se centraba inicamente en pardmetros clinicos, como
son la edad y la cuenta de leucocitos al momento del diagnéstico, asi como también en la respuesta clinica

al tratamiento. 1> El entendimiento de la bases moleculares, no solo mejord el conocimiento del origen de

las leucemias, también describi6 las caracteristicas de un grupo de pacientes con alteraciones moleculares

13 La detecciédn de las translocaciones

cromosdmicas no solo ayuda a determinar la frecuencia de las mismas, si no que ayuda a establecer un

especificas que presentaban un prondstico diferente al resto.

pardmetro valioso para asignar protocolos de tratamientos para cada paciente, asi como a determinar el
pronéstico de los mismos clasificando las leucemias en bajo riesgo y alto riesgo. ' La estratificacién precisa
de los pacientes permitird modificar los tratamientos de acuerdo a las caracteristicas moleculares de la
enfermedad, con potenciales terapias especificas para cada caso. 671 as translocaciones, al ser productos de la
unién de dos cromosomas, pueden formar isoformas debido a que diferentes puntos ruptura pueden quedar

fuera de la deteccidn si no se disefian los primeros adecuadamente. 10 por ejemplo, es importante mencionar

que existen mas de 121 tipos de rearreglos para la translocacién MLL, 14 ademas de que para las LLA, un

30% de los casos se debe a hiperdiploidia y otro 25% de los casos a translocaciones aleatorias; con lo cual deja
aproximadamente un 50% de los casos en donde puede existir un tipo especifico de translocacién. >

La PCR en tiempo real tiene la ventaja de ser una prueba mis sensible respecto a la PCR en punto final,
como se demostré comparando las diluciones mas bajas mediante un gel de agarosa contra la deteccion de
la fluorescencia en la PCR de tiempo real (figura 3). Por lo que el limite inferior de deteccién en este ensayo

fue mayor a 1000 copias.
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Delta Rn vs Cycle

Delta Rn

FIGURA 3
Comparacién de sensibilidad de A) PCR punto Final y B) PCR Tiempo Real. En

A) se muestra un gel de agarosa al 2% y con un marcador de peso molecular de 100
pb. Los pozos C1 al C8 son diluciones que van desde 1x10% a 1x10" copias. En B) se

muestra el rango dindmico en una gréfica lineal, que va del rango de 1x10%a 1x10° copias

La deteccidn de las translocaciones propuestas en este estudio por PCR punto final y PCR tiempo real,
no mostraron diferencias en su deteccidn. Las translocaciones detectadas fueron las cuatro translocaciones

(TEL-AML1, MLL-AF4, BCR-ABL menor y E2A-PBX1) més relevantes reportadas. 15.16,17,18

Los datos obtenidos en este estudio, muestran concordancia con los datos mostrados en la literatura. TEL-
AMLI (7.21%) se presenta como la translocacién mas frecuente en la poblacién de pacientes pedidtricos que
asisten a la consulta del servicio de Hematologia, sin embargo, cuando se compara con paises desarrollados
como Inglaterra (39%), Australia (33%) o Estados Unidos (24%), la frecuencia encontrada en este estudio

es baja.® 1 La segunda translocacién mis frecuente en este estudio fue E2A-PBX1 (5.15%) la cual se asocia

con un mal prondstico y que muestra tener una frecuencia semejante con paises desarrollados del 4%. 2!
Es importante destacar que en este estudio no se detectd la presencia de la translocaciéon MLL-AF4 de pobre

prondstico y se reportan mundialmente con una frecuencia del 2%. 6142223 £ cuanto a BCR-ABL menor, no
se detectd ningun caso, siendo la frecuencia mundial alrededor del 2%, ®sin embargo se ha reportado una baja

frecuencia en paises en desarrollo como Argentina (1.6%) y Brasil (1.1%). *'”'® En este estudio, el 84.53%
de las translocaciones no fueron detectadas, como es lo esperado, ya que unicamente el 20% de las muestras
son detectadas para estas translocaciones en particular, 1>

Es importante observar que la frecuencia de translocaciones de mal pronéstico, como lo es E2ZA-PBX, se
presenta en la poblacién mexicana de manera semejante alo publicado en poblacién caucisica. Por otra parte,
se observaa TEL-AMLYI, el cual es de buen prondstico, con una baja frecuencia en la poblacién de estudio.

Creemos que el estandarizar las técnicas de PCR en tiempo real para una adecuada y oportuna deteccion
apoya al clinico en la toma de decisién de la terapia mas adecuada para el paciente. Por lo anterior,
recomendamos la deteccidn rutinaria de estas translocaciones en el diagndstico de las LLA en nifos

mexicanos como ya se tiene implementado en paises desarrollados.
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