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RESUMEN

Palabras claves: hematopoyesis, leucemia mieloblastica aguda, genes de
fusion, AML1/ETO, PML/RARa, CBFB/MYH11.

Introduccion: La caracterizacion molecular de los pacientes con leucemia
mieloblastica aguda (LMA) permite al médico tener informacion adicional sobre
el prondstico y evolucion de la enfermedad, asi como el tratamiento mas
adecuado. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la LMA con
anormalidades genéticas recurrentes t(8;21) (g22;9022) AML1/ETO, t(15;17)
(922;921) PML/RARa e inv (16) (p13;9q22) CBFB/MYH11, son considerados de

buen prondstico.

Objetivo: Evaluar la expresion de los genes de fusibn PML/RARa vy
CBFB/MYH11 en pacientes con leucemia mieloblastica aguda.

Materiales y métodos: Se tomaron muestras de médula 6sea o sangre
periférica de 14 pacientes con LMA, se purificaron los leucocitos mediante lisis
de eritrocitos. Se aislo el RNA por el método de Tripure, se generd el cDNA 'y
se buscaron los genes de fusién mediante PCR y PCR anidada.

Resultados: Se incluyeron 6 pacientes con LMA-M3 y 8 pacientes con LMA-
M4. Se amplifico el gen control ABL y s6lo se logré identificar en 10 casos y
sélo en estos casos se sometieron a la busqueda de los genes de fusion. De
los 4 casos con LMA-M3 analizados, 2 expresaron el gen de fusion PML/RARa,
isoforma bcrl y ber3. De los 6 casos de LMA-M4, s6lo uno expresé el gen de
fusiéon CBFB/MYHL11, isoforma A.

Conclusiones: Se lograron establecer las condiciones de RT-PCR para la
identificacion de ambos genes de fusion. La frecuencia de expresion de los
genes de fusion PML-RARa y CBFB-MYH11 fueron inferiores a los reportados
en la literatura. Esto se debid probablemente al tamafio de la muestra y que

varias de las muestras provenian de pacientes con tratamiento.
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ABSTRACT

Key words: hematopoiesis, acute myeloid leukemia, fusion genes, AML1/ETO,
PML/RARa, CBFB/MYH11.

Introduction: Molecular characterization of patients with acute myeloid
leukemia (AML) provide to doctors additional information about prognosis and
evolution of the disease, as well as the proper treatment. According to the
World Health Organization (WHO), the AML with recurrent genetic
abnormalities t(8;21) (q22; g22) AML1/ETO, (g21; q22) t(15;17) PML/RARa and
inv (16) (p13; g22) CBFB-MYHL11, are considered as good prognosis.
Objective: To evaluate the expression of fusion genes PML/RARa and
CBFB/MYH11 in patients with acute myeloid leukemia.
Material and methods: Samples of bone marrow or peripheral blood of 14
patients with AML, were taken, and leukocytes were purified. RNA was isolated
by Tripure method, cDNA was generated and fusion genes were detected by
PCR and nested PCR.

Results: Were included 6 patients with AML-M3 and 8 patients with AML-M4.
Was amplified the control gene ABL in 10 cases and only in these cases were
submitted into the search of the fusion genes. Of the 4 cases with AML-M3
analyzed, 2 expressed the bcrl and bcr3 isoforms of the gene fusion
PML/RARa. Of the 6 cases of AML-M4, only one expressed the fusion gene
CBFB/MYH11, A isoform.

Conclusions: We established the conditions of RT-PCR for identification of
both fusion genes. The frequency of expression of the fusion genes PML/RARa
and CBFB/MYH11 were lower than reported in the literature. This is due
probably to the small size of the samples, and that several of them came from

patients with treatment.
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I. INTRODUCCION

El cAncer es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial. Se le
atribuyen 7,9 millones de defunciones ocurridas en 2007.02 En 2016, se
estima que habra 1,685,210 nuevos casos de cancer y un estimado de 595,690
personas moriran de esta enfermedad. A nivel nacional la leucemia representa
el 5.6% de las muertes por tumores malignos y el 0.7% sobre el total de

defunciones.®

La leucemia mieloide aguda (LMA), el segundo tipo de leucemia més frecuente
en nifios después de la leucemia linfoblastica aguda (LLA), tiene una incidencia

que aumenta con la edad.®

La patogénesis molecular de la LMA ha sido estudiada con el uso de analisis
citogenético durante mas de tres décadas. Variaciones estructurales
cromosOmicas recurrentes estan bien establecidas como marcadores de
diagnéstico y prondstico, lo que sugiere que las anormalidades genéticas
adquiridas (es decir, las mutaciones somaticas) tienen un papel esencial en la
patogénesis.(®>6) Estas variaciones estructurales resultan en la generacion de
proteinas de fusion quiméricas que en la mayoria de los casos funcionan como
reguladores transcripcionales.  Estos incluyen AML1/ETO, CBFB/MYH11,
PML/RARa, MOZ/CBP, MORF/CBP, MOZ/TIF2 y MLL. Todos ellos contribuyen
a la leucemogenesis, al menos en parte causando desregulacion
transcripcional a través de modificaciones epigenéticas.()” El diagnostico
oportuno de la LMA se basa en trabajos multidisciplinares que implican la
morfologia, citometria de flujo, citogenética y los analisis de genética
molecular. Ademas, los avances en la gendmica del cancer han identificado
gue muchas de estas mutaciones pueden definir un prondstico claro y/o la

importancia terapéutica.®
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1.1 HEMATOPOYESIS

La hematopoyesis es un proceso continuo de produccion de células
sanguineas, que ocurre a travées de la proliferacion, auto renovacion,
diferenciacion 'y maduracion orquestadas de las células tronco
hematopoyéticas en la medula 0sea, seguida por el egreso de la progenie

madura a la circulacién sanguinea.®

Durante el desarrollo embrionario, el proceso se inicia en el saco vitelino, en las
llamadas islas sanguineas. Conforme progresa el desarrollo del embrién, la
formacién de las células sanguineas continia predominante en el higado y
después del nacimiento la médula ésea asume el proceso de hematopoyesis.
(10)

Como la mayoria de las células sanguineas maduras tienen una vida (util
limitada, las células continuamente deben ser generadas a lo largo de la vida.
En un adulto sano, esto resulta en la produccion estimada de aproximadamente
101° nuevas células sanguineas por hora.l?) Los diversos tipos de células
sanguineas maduras se originan de una poblacién heterogénea de células que
residen en la médula 6sea, denominadas células tronco hematopoyéticas (del
ing. Hematopoietic Stem Cell-HSC). Estas células han sido caracterizadas por
dos propiedades principales: multipotencialidad y autorrenovacion.(1213) La
multipotencialidad es definida por la capacidad de una simple célula de generar
a todas las células hematopoyéticas maduras, este hecho fue estudiado in vitro
por protocolos de diferenciacion clonal.®® La autorrenovacion, es la propiedad
que permite el mantenimiento del pool de las HSC, probablemente a través de
una division celular asimétrica, asi, cuando una HSC se divide al menos una de
las células hijas debe autorrenovarse para evitar la depleciéon de células
troncales, la otra sencillamente sigue su etapa de diferenciacion y maduracién,
este hecho fue evaluado in vivo por experimentos de reconstitucion a largo

plazo (del ing. Long Term Reconstitution-LTR).(1314)

En un proceso estrictamente regulado, la HSC multipotente se puede dividir en
LT-HSC (del ing. Long Term-HSC), una célula con alta capacidad de auto-
renovacion que puede reconstituir un animal para toda su vida util, o ST-HSC
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(del ing. Short Term-HSC), con capacidad de reconstituir un animal durante un
periodo limitado. La ST-HSC puede diferenciarse en un progenitor multipotente
(MPP), que pierde la capacidad de auto-renovacion, pero tiene la capacidad de
diferenciarse en progenitores oligolinaje que finalmente dan lugar a la progenie
diferenciada a través de los pasos de maduracion “funcionalmente
irreversibles”. El progenitor linfoide comdn (CLP) da lugar a los linfocitos T,
linfocitos B y células asesinas naturales (NK). El progenitor mieloide comun
(CMP) da lugar al progenitor de granulocitos y monocitos (GMP), y al progenitor
eritoide-megacariocitico (MEP), que luego se diferencian en los
monocitos/macréfagos y granulocitos y megacariocitos/plaquetas y eritrocito,
respectivamente. Se cree que tanto CMP y CLP pueden dar lugar a células
dendriticas. Todas estas poblaciones madre y progenitoras son separables
como poblaciones puras mediante el uso de marcadores de superficie celular
(Fig. 1).(5-21)

- : ) | Lin" c-kith Sca-1" Thy1.1' Flk2-
Stem cells LT-HSC ® “ y (mouse)
= l Lin" CD34* CD38" CD90*(

_ e,
&y “f
sthsc @@ .4 Lin® c-kith Sca-1" Thy1.1% FIk2* (mouse) |

Multipotent
prog;‘:‘;rs . “ | Lin c-kit™ Sca-1" Thy1.1- FIk2* (mouse) |

Oligolineage CMP '@v O CLP
progenitors
5 T TRI— | mese a7 L NN
a MEP ’ ame @ ® @ rPoT@Ponc@roB @
il
Mature cells g% & @ 3 L B .

Erythrocytes Platelets Granulocytes Macrophages Dendritic-cells T-cells NK-cells B-cells

Figura 1. Representacién esquematica de la hematopoyesis normal. La HSC se puede dividir en LT-
HSC, o ST-HSC. La ST-HSC puede diferenciarse en un MPP, que pierde la capacidad de auto-
renovacion, pero tiene la capacidad de diferenciarse en progenitores oligolinaje que finalmente dan lugar
a la progenie diferenciada. EI CLP da lugar a los LT, LB y NK. EI CMP da lugar a GMP, que luego se
diferencian en los monocitos / macrofagos y granulocitos, y al MEP, que producen megacariocitos /
plaquetas y eritrocitos. Tomado de Passegué E. y col, 2003. (21
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1.1.1 Bases moleculares de la hematopoyesis

Gracias a los avances en Biologia molecular, genémica y ahora también la
epigenética, se ha podido comprender mejor los mecanismos moleculares de
este proceso. Se ha establecido que Runxl (también conocido como AmIl o
Cbfa2), perteneciente a la familia de factores de transcripcion relacionados a

Runt (RUNXSs), es uno de los principales reguladores de la hematopoyesis.(@?

Para estudiarlo a fondo Okuda y col (1996) generaron un ratén deficiente
(knockout) en Runxl y descubrieron que esta perturbacion genética es
embrionariamente letal. Por otro lado, cuando el raton se examiné de cerca
habia sefiales de la hematopoyesis primitiva, pero no de la hematopoyesis
definitiva.?® Runx1 fue asi establecido como un factor de transcripcién clave en
el programa de desarrollo hematopoyético definitivo. Otros reguladores
transcripcionales que actuan rio arriba de Runxl incluye el complejo de

proteinas Ldb1, Lim 2, Scl y GATA 2, que impulsan la expresién de Runx1 (Fig.
2)_(23, 24)

—> Runxl

)

Figura 2. Reguladores transcripcionales en el programa de desarrollo hematopoyético definitivo. El
dominio de union a Lim 1 (Ldb1l) estabiliza un complejo de factores de transcripcion con motivo de Lim 2
(Lmo2), stem cell leukemia (Scl) y proteina de unién a GATA caja 2 (GATA2). Durante la diferenciacion
hematopoyética, este complejo induce la expresion de la proteina Runxl, que es necesaria para la
hematopoyesis definitiva. Tomado de Liang & Zufiiga-Pflicker, 2015.%0)

La deficiencia en Ldbl abroga la expresion de Runx1.?® Por otra parte, la
ausencia de la proteina Scl conduce a una reorientacion del programa de
desarrollo hematopoyético hacia el linaje del muasculo liso cardiaco.> 26 Por

altimo, la pérdida de la funcion de la proteina de union a GATA 2 también
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resulta en la letalidad embrionaria.?”) Los factores rio abajo de Runxl son
factores de transcripcion que desempefian distintos papeles en los programas
de desarrollo eritroide, mieloide y linfoides tales como la proteina de union a
GATA 1 (factor de transcripcion de globina 1), proteina de unién a PU.1 (SPI1)

y el propio Runx1, respectivamente. 28-%0)

Estos genes también estan involucrados en la diferenciacion de linaje. Se sabe
que niveles altos en la expresion de PU.1 se asocian con la diferenciacion
granulocitica, mientras que su baja expresion se asocia con diferenciacion
hacia el linaje eritroide. PU.1 junto con los factores de trascripcion GATA 1,
GATA 2 y FOG, son esenciales para la maduracion y diferenciacién eritroide y

megacariocitica.®b
1.2 LEUCEMIA AGUDA

1.2.1 Definicion

Se define a la leucemia aguda (LA) como un desorden clonal heterogéneo de
las células madre/progenitor hematopoyético caracterizado por el crecimiento
anormal de globulos blancos inmaduros (blastos) que se acumulan en la
medula 6sea e interfiere con la produccion de las células sanguineas normales.
(32-34) De manera general se clasifican segln el linaje de la célula progenitora
afectada en leucemia mieloblastica aguda (LMA) y leucemia linfoblastica aguda
(LLA)_(34,35)

1.2.2 Leucemogenesis

Nuestro entendimiento de la leucemogenesis ha sido sustancialmente apoyado
por el descubrimiento de las translocaciones cromosoémicas que transforman a
la célula hematopoyética normal en una célula leucémica.(” Las variaciones
estructurales cromosémicas recurrentes (p. ej., t(15;17), t(8;21), inv (16),
t(9;21), t(9;11), del5, del7, etc.) estan bien establecidos como marcadores de
diagnéstico y prondstico, lo que sugiere que las anormalidades genéticas

adquiridas tienen un papel esencial en la patogénesis.®5-3") Sin embargo, casi
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el 50% de las muestras de AML tienen un cariotipo normal y muchos de estos
genomas carecen de anomalias estructurales, lo que lleva a pensar que debe
haber otras de mutaciones que, en conjunto, causen las leucemias.840)
Técnicas de secuenciacion selectiva han identificado mutaciones recurrentes
en FLT3, NPM1, KIT, CEBPA, y TET2.(41-46)

En 2002, Kelly y Gilliland introdujeron el modelo de “dos golpes” (del ing. two-
hit), este modelo plantea la hipotesis de que las leucemias son el resultado de
una colaboraciéon entre al menos dos tipos de mutaciones que ocurren en una
CPH.“" Las mutaciones de tipo |, ejemplificados por la activacién constitutiva
de la tirosin quinasa o sus efectores rio abajo (del ing. downstream), tales como
BCR/ABL, TEL/PDGFpR, N-RAS, K-RAS, o FLT3 confieren una ventaja
proliferativa y/o supervivencia a las células hematopoyéticas. Cuando estos
genes mutados se expresan solos, confieren un fenotipo parecido a leucemia
mieloide crénica caracterizado por una leucocitosis, pero con una maduracion y

funcion normal en las células (Fig. 3).47"

Mutaciones tipo |

Confieren ventaja proliferativa
y/o supervivencia, pero no
afectan la diferenciacion.

BCR / ABL, TEL / PDGF[R,
KIT, N-RAS, K-RAS, o FLT3

I\

CML-like

/

Mutaciones tipo Il

Afectan la diferenciacién de
precursores hematopoyéticos
y la apoptosis subsecuente.

-Fusiones en AML1/ETO,
CBFB/MYH11, PML/RARw.
-mp: AML1 y C/EBPo..

/ |

SMD-like

Factores epigenéticos

- Cambios en el estado de
metilacidon del DNA
- Alteracidén en los patrones de
modificacion de histonas

Figura 3. Modelo de leucemogenesis en la leucemia mieloide aguda. Este modelo plantea

que deben ocurrir al menos dos tipos de mutaciones (tipo | y tipo Il) para que se exprese un

fenotipo clinico de LMA. SMD; Sindrome Mielodisplasico. CML; Leucemia Mieloide Cronica.
MP; mutacién puntual. Adaptado de Kelly LM, Gilliland DG 2002.*7)
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Las mutaciones tipo Il son tipicamente translocaciones recurrentes que
confieren perdida de la funcion en factores de transcripcion importantes para la
diferenciacion y maduracion de progenitores hematopoyéticos tempranos, tales
como AML1/ETO, CBFB/MYH11, PML/RARa, TEL/AML1, TCF3/PBX1 y
NUP98/HOXA9, asi como mutaciones puntuales de los factores de
transcripcion AML1 y C/EBPa. Estas mutaciones podrian perjudicar la
apoptosis subsecuente en células que no se someten a diferenciacion terminal.
Cuando estas mutaciones se expresan solas, confieren un fenotipo mas
parecido a SMD.“#748) Sin importar el momento o el orden de adquisicion de las
mutaciones, los individuos que acumulen ambos tipos de mutaciones tienen un
fenotipo clinico de LMA caracterizado por una proliferacion y/o ventaja de
supervivencia de las células y por alteracibn de la diferenciacién

hematopoyética (Fig. 3).

Transcriptional ; B and NET
g varers DNMT | HMT ‘ HDACs

Wild-type protein: Leukemia fusion protein:
AMLY, CBFBE and RARA AMLI-ETO, CBFBE—MYHI
Transformation and PML-RARA

- 'A'cﬂve i e /——\ / = Si ‘EI"FCEd

chromatin chromatin

Unmethylated H3K2T

H3K27

Methylated
H3K9 CpG

H3K9
H3K27

H3K27
H3K9 -

Epigenetic therapy

Figura 4. Proteinas de fusion y desregulacién epigenética. Las proteinas de fusion AML1/ETO,
CBFS/MYH11 y PML/RARa reclutan complejos de co-rrepresores transcripcionales (incluyendo co-
rrepresor 1 de receptor nuclear (NCOR1) y NCOR2) que resultan en la pérdida de acetilacion de histonas
y metilacion del DNA, de este modo la cromatina se mantiene una estructura cerrada. Esto conduce al
silenciamiento transcripcional de varios genes target, incluyendo genes cruciales para la diferenciacién
hematopoyética. Ac, Acetilacion de histona; CpG, residuos de citocinas que preceden a guanina; DNMT,
DNA metiltransferasa; HDAC, histona deacetilasa; HMT, histona metiltranferasa; RNApolll, RNA
polimerasa II; TF, factor de transcripcién. Tomado de Jianjun Chen y col, 2010.
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Las modificaciones epigenéticas, que incluyen metilacion del DNA,
desmetilacién del DNA y cambios en las histonas, conducen a la activacion o
represion de la expresion de los genes. Se ha observado que cambios
epigenéticos aberrantes ocurren frecuentemente en las leucemias agudas. Los
genes de fusion resultado de las translocaciones cromosémicas pueden ser

reguladores de la maquinaria epigenética (Fig. 4).(")

1.2.3 Epidemiologia

El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo. En el caso México solo
es superado por las enfermedades cardiovasculares y diabetes mellitus.“9-53)
Sin embargo la informacién en nuestro pais era escasa hasta la creacion del
Registro Histopatologico de Neoplasias Malignas (RHNM). En 2012 Meneses
Garcia y col, realizaron un estudio descriptivo observacional de los casos
registrados en el RHNM de 1993-2002, con un total de 767,464 casos nuevos,
de los cuales las leucemias se registraron 17,187 que representan el 2% de las
mismas (Fig. 5). En este mismo estudio se concluye que las neoplasias
malignas muestran una tendencia ascendente y directamente proporcional a la
edad, en lo que respecta a las leucemias hay una mayor incidencia en la zona
norte y centro del pais.®? Hoy en dia se puede estimar que las leucemias

representan entre 3.5y 4% del total de las neoplasias malignas.®®

Vejiga
g 11960 w4679
Pulmén » 6286
. 12,098 W
Leucemias 9314 M 7.873
Sarcomas 10767 m 9573
Estémago 15,361 ™ 12,298
Colon 13722 10,004
Linfomas 19,343 - 16,191
Cuerpo uterino 16,512
Ovario 18,432
Mama I 83,579
; P —r——
Cérvix 169,302
Préstata 43738 ¢

-100,000 -50,000 0 50,000 100,000 150,000 200,000

f Hombres ' Mujeres

Figura 5. Distribucién de neoplasias malignas en México (1993-2002). Se muestran las principales
neoplasias malignas mas frecuentes registradas en el RHNM en la década de 1993-2002. Obsérvese que
en el caso de las leucemias hay una mayor incidencia en hombres que en mujeres. Tomado de Meneses-
Garcia y col, 2012.69
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1.2.4 Manifestaciones clinicas

La presentacion de los sintomas en la leucemia es variable y con frecuencia
repentina. Surgen principalmente por inhibicion de la formacion de células
sanguineas funcionales, debido a la acumulacién de blastos leucémicos en la
medula 6sea. El 80% de pacientes presenta anemia de intensidad variable, de
tipo normocitica-normocrémica, que se manifiesta con palidez, fatiga y dolor de
cabeza. La trombocitopenia se registra en el 80-90% de casos, con un 40-60%
de pacientes que manifiestan signos hemorragicos en el momento del
diagndstico, mas frecuente si la cifra de plaguetas es inferior a 20 x 10%L. La
fiebre también es una caracteristica frecuente y se debe, mayoritariamente, a
una etiologia infecciosa. Presentan neutropenia entre el 30 y 50% de enfermos
y es la méxima causante de las infecciones. Los blastos pueden infiltrar otros
organos, tales como higado, bazo y testiculos causando organomegalia y al
sistema nervioso central (SNC) o presentarse esporadicamente como masas

leucémicas localizadas (cloromas). (3. 34. 56)

1.2.5 Clasificacion y diagnéstico de la leucemia
1.2.5.1 FAB

La clasificacién de las leucemias agudas que ha gozado de mayor difusion y
aceptacion en el ambito hematologico internacional fue elaborada en 1976 por
el grupo Franco-Americano-Britanico (FAB). Esta clasificacion se basa en el
aspecto morfolégico, linea celular afectada, grado de maduracion, y
comportamiento citoquimico de las células blasticas antes de establecer
cualquier terapéutica. Posteriormente, con el uso de anticuerpos, se pudo
establecer el inmunofenotipo de la leucemia; de esta forma, fue posible
subclasificar a las LMAs en 8 categorias; una leucemia aguda con minima
diferenciacion mieloide o MO, tres de componente neutréfilo (M1, M2, M3), una
de componente neutréfilo-monocitico (M4), una monocitica (M5), una
mieloeritroide (M6) y una variedad denominada leucemia megacarioblastica
aguda o M7. Las LLAs tanto del linaje B como T, las divide en tres categorias
morfolégicas: L1, L2 y L3.(557)
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1.2.5.2 Leucemia Linfoblastica Aguda

La clasificacion FAB describe tres subtipos morfologicos (L1, L2 y L3), teniendo
s6lo un valor historico debido a que no son subgrupos biolégicamente
relevantes y su valor como factor pronostico es limitado. La clasificacion actual
de la LLA se basa en el inmunofenotipo la cual identifica al menos ocho
subtipos, correspondiendo cuatro de LLA de estirpe B (LLA-B) y cuatro para la
estirpe T (LLA-T).G%

En principio, todos los casos de LLA son positivos a la desoxinucleotidil
transferasa (TdT), con todos los blastos precursores de LLA-B también
expresando CD79 en su citoplasma (CD79c*) y todos los LLA-T mostrando

expresion citoplasmatica de CD3 (CD3c*).(39

Los sistemas de clasificacion inmunoldgicos en la LLA en cierto modo imitan la
diferenciacion normal de las células linfoides precursoras. Por lo tanto, los
nombres de los subgrupos particulares de LLA se relacionan al estadio de

diferenciacion de las contrapartes normales de las células leucémicas.®®)

1.2.5.3 Leucemias mieloblastica aguda

En la clasificacion de las LMA del FAB, se realiza un contaje celular diferencial
en medula ésea y si se registran menos del 50% de precursores de glébulos
rojos, sobre el total de células medulares y el 30% o mas de células blasticas (a
diferencia del 20%, segun la clasificacion de la OMS), también sobre el total de
celular, se diagnostica una leucemia mieloide aguda, variedades MO, M1-M5 y
M7.67:59) Por el contrario, si hay un 50% o mas de eritroblastos, sobre el total
de células medulares, pero menos del 30% de blastos (a diferencia del 20% de
la clasificacion de la OMS) sobre un total de células no eritroides, el diagnostico
resultante es un SMD. Solo en el caso de que exista una eritroblastosis del
50% o mas y la cifra de blastos mieloides, calculada sobre el total de células no
eritroides iguale o supere el 30% (el 20% segun la clasificacion de la OMS),

puede establecerse el diagnostico de variedad M6 (Fig. 6).(3557:59.60)
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Figura 6. Pasos sugeridos en el analisis de un aspirado de medula dsea para establecer el
diagnostico. MO; médula 6sea, TCN; todas las células nucleadas, CNE; células no eritroides, B1;
células blasticas. Adaptado de McKenzie (2002). 39

1.2.5.4 Morfologia

Respecto a la morfologia, aparte de la asignacion a una variedad concreta, se
debe comentar el significado clinico de la presencia de signos morfolégicos
displasicos. La mielodisplasia que afecta simultineamente a las lineas
eritroides, granulocitica y megacariocitica se observa en el 12-15% de
leucemias agudas de novo. Los pacientes con morfologia mielodisplasica son
clasificados, con mayor frecuencia, en la variedad M6, M7 y M4 vy
practicamente nunca en la variedad M3. El porcentaje de remisibn completa

(RC) es menor en las leucemias mieloides con estas caracteristicas.(®>57)

1.2.5.5 Citoquimica

La citoquimica utilizada para ayudar a tipificar el linaje de una leucemia se

centra basicamente en las tinciones de la mieloperoxidasa (MPO), negro Sudan
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y esterasas. La presencia del mas del 3% de blastos MPO positivos permite
verificar su filiacion como Mieloblastos. Junto con ellas, en algin caso se utiliza
la reaccion del acido peryddico de Schiff (PAS) y la peroxidasa plaquetar a

nivel ultraestructural (Tabla 1).(7:61-63)

Tabla 1. Comportamiento citoquimico de las leucemias mieloblastica agudas (FAB)

Reaccién citoquimica MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
Mieloperoxidasa - + o+ At o+ + -

Negro Sudan B - + o+t o+ + -

Cloroacetatoesterasa N = = e - + -

Glucogeno PAS - +d +d +d/m +d +d/m +d/m +m
Esterasas inespecificas (FNa +/- - - - + ++ - +

sensibles)

Fosfatasa acida tartrato- - +d +d +d +d ++d +d ++
sensible

Betaglucuronidasa - +d +d +d +d ++d ++d

-/+, +/-, +, ++, +++: diferentes grados de positividad; d: difuso; m: mazacotes; FNa: fluoruro sédico.

1.2.5.6 Inmunofenotipo

La caracterizacion inmunofenotipica se lleva a cabo mediante una bateria de
anticuerpos monoclonales, algunos de estos reaccionan con antigenos bien
definidos, especificos para una determinada linea celular e, incluso, para un
estado madurativo concreto, otros son menos restrictivos, pero, cuando se
emplean como parte de una serie, también presentan una valiosa contribucion
diagnostica y pronostica al delimitar nuevas variantes y reconocer leucemias
con marcadores linfoides y mieloides. El uso de 2 6 3 anticuerpos para cada
una de las principales estirpes (B, T y mieloide) permite establecer una
clasificacion inmunolégica de las leucemias agudas, que identifica
correctamente la estirpe en un 98-99% de casos; precursores hematopoyéticos
(CD34, HLA-DR, TdT, CD45), linea B (CD19, CD20, CD22, CD79a), linea T
(CD2, CD3, CD5, CD7), mieloides (CD13, CD33, CD15, MPO, CD117), linea
megacarioblastica (CD41, CD61), linea eritroblastica (CD36, CD71,

antiglicoforina A y C).4&
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1.2.5.7 Genética

La citogenética ofrece una valiosa informacion desde el punto de vista
etiolégico, pronostico y terapéutico (tabla 2). Para el analisis citogenético se
prefiere el estudio de la medula 6sea al de sangre periférica, se utilizan cultivos
cortos de 24 a 48 horas, e identificacion cromosdmica con técnica de bandeo y
debe examinarse una cantidad suficiente de metafases (20 a 30). Estos
estudios se complementan con técnicas de hibridacion in situ fluorescente
(FISH). La gran mayoria de las alteraciones tipicas de la LMA son
reordenamientos equilibrados o balanceados y mucho de ellos se conoce su
equivalente molecular o gen de fusion, que pueden ser detectados mediante la
técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa acoplada a la transcriptasa

inversa (RT-PCR) de manera rutinaria.(®®

Tabla 2. Principales anormalidades cromosémicas en LAs.("

Alteraciones

. . . Asignacion
Anormalidad moleculares Frecuenci Frecuenci
FAB P agrupo de
cromosomica (genes aenLMA aenlLLA .
\ riesgo
involucrados)
M2 1(8;21)(g22;922) AML1-ETO 5-12% NA Favorable
inv(16)(p13;922)/
M4Eo t(16;16)(p13;922) CBFB-MYH11 3-10% NA Favorable
M3 t(15;17)(q22;921) PML-RAR« 6-15% NA Favorable
M4 y M5 No favorable
o LLA t(11923) MLL-varios 5-8% 7-10% o0 intermedio
LMA -5/del5(q) NA 1-11% NA No favorable
LMA -7/del7(q) NA 1-7% NA No favorable
LMA +8 NA 3-10% NA No favorable
LMA o Favorable o
LLA cariotipo normal NA 30-50% 20-45% intermedio
LMA o
LLA 1(9;22)(g34;911.2) BCR-ABL1 1-2% 5-20% No favorable
Llol2  t(12;21)(p13;022) TEL-AML1 NA 10-25% Favorable
Favorable o
LloL2  1(1;19)(gq23;p13.3) TCF3-PBX1 NA 2-5% intermedio
LLA t(17;19)(q22;p13) TCF3-HLF NA 1% No favorable
t(8;14), t(2:8),
LLA 1(8;22) MYC-varios NA 1-2% No favorable
Hiperdiploidia (>50
L1oL2 cromosomas) NA NA 10-25% Favorable
Hipodiploidia No favorable
LLA (<45 cromosomas) NA NA 1-5% 0 intermedio
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1.2.5.8 Analisis molecular

1.2.5.8.1 LMA con t(8;21)(q22;q22)(AML1/ETO)

El gen AML1 codifica la subunidad a2 de CBF (del ing. core binding factor), un
factor de transcripcion heterodimérico, importante para la diferenciacion
hematopoyética.®”? En 1972 Janet Rowley inform6é por primera vez la
t(8;21)(gq22;922). Esta se encuentra generalmente en la LMA de novo subtipo
M2 del FAB (20-40%). La t(8;21) fusiona el gen AMLL1 (del ing. acute myeloid
leukemia 1), también conocido como PEBP2a o CBFA2, al gen ETO (del ing.
eight twenty one), también denominado CDR o MTGS8. La proteina de fusion
resultante es caracterizada por un blogueo de la transcripcion en los genes
target de AML1 por reclutamiento directo de HDACs o cooperando con co-
represores incluyendo NCOR1, NCOR2 y SIN3A. Recientemente también se
ha mostrado que AML1/ETO recluta DNMTs, este hallazgo implica que el
silenciamiento transcripcional de los genes target de AML1 ocurren en parte, a
través de una relacién entre la deacetilacion de histonas y metilacion del
promotor en el DNA (Fig 5y 7). 78

El gen AML1 se compone de nueve exones abarcando una region de 150 kb y
el gen ETO estd formado por trece exones abarcando 87 kb (Fig. 8). El
transcrito de fusibn AML1/ETO se detecta por RT-PCR por lo regular en
pacientes positivos a la t(8;21), generando un transcrito de tamafio constante
que corresponde a la fusion del exén 5 AML1 al ex6n 2 de ETO. Los sitios de
rompimiento de AML1 se localizan entre los exones 5 y 6. Los sitios de
rompimiento de ETO estan rio arriba del exén 2 (Fig. 8).6979) La 1(8;21) se
asocia con un buen pronéstico con una respuesta buena a ciertos agentes
terapéuticos. Esas observaciones han dado pie al uso de una terapia adaptada

segun el riesgo basada sobre pruebas citogenéticas y/o moleculares.('D)

1.2.5.8.2 LMA con inv(16)(p13;922) o t(16;16)(p13;922)(CBFB/MYH11)

Por su parte el gen CBFp codifica para la subunidad p de CBF.("® La inversién
pericéntrica del cromosoma 16, inv(16) (p13g22), se encuentra en alrededor del
16% de los pacientes con LMA de novo, asociandose hasta en 50% con el

subtipo M4 eosinofilico.(" La inv(16) conduce a la fusién del gen CBFp con el
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gen de la cadena pesada de la miosina del musculo liso (MYH11). La mayoria
de los sitios de rompimiento caen en un intrén de 15 Kb entre los exones 5y 6.
El gen MYH11 se compone de 21 exones abarcando 37 Kb. La regién 5
frecuentemente se pierde durante el proceso de inversion, de esa forma sélo el

gen CBFB/MYHL11 se expresa en los casos de la inv(16) (p13g22).

Dependiendo de los exones que se recombinan entre los genes, se pueden
generar 10 transcritos diferentes de CBFB/MYH11 (Fig. 9). Mas del 85% de los
pacientes presentan el transcrito tipo A; los tipos D y E representan alrededor
del 10% y los demdas transcritos se presentan esporadicamente.®® La
presencia de esta anormalidad cromosOmica se considera un factor de
prondstico favorable, observandose que mas del 50% de los pacientes
alcanzan remision completa a largo plazo. Estos resultados tan favorables con
la quimioterapia convencional, conducen a algunos autores a recomendar que

el trasplante de células progenitoras no es indicativo para consolidar la

remision completa.(7>76)

A
AML1-ETO C .U
.i L" + AML1-ETO &
_— - add x“
AML1-CBFf —— o
Repressed gene
B

AML1-ETO

L" + AML1-ETO
AML1-CBFp ——— ’

AP1
.v r
-
@ AMLI-CBFf ———

Activated gene

Figura 7. AML1/ETO funciona como represor o un activador de la transcripcion. (A) La Union de
AML1-ETO en lugares asociados con genes reprimidos conduce al desplazamiento de AML1 (que se une
al DNA como heterodimero con CBFf (del inglés, core-binding factor B) a sitios con motivos un poco
diferentes) y el reclutamiento de complejos corepresores (CoR) que conducen a la disminucion de la
transcripcion. (B) La unién de AML1/ETO en lugares asociados con genes activados se produce en
combinacion con otros factores de transcripcion como AP1 y el reclutamiento de complejos co-activadores
(CoA), en este caso, AML1 no es desplazado y se queda en su sitio de unién y la cantidad de AML1/ETO
presente es menor que lo observado en los genes reprimidos. Tomado de Saverio (2016).(72)
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Figura 8. Representacion esquematica de los intrones y exones de los genes AML1 y ETO
involucrados en la t(8;21)(q22;q22). A) muestra los puntos de ruptura en cada gen. B) Diagrama
esquemaética del transcrito de fusion AML1/ETO con el ex6n 5 de AML1 fusionado al exén 2 de ETO. Las
flechas indican la posicion relativa de los oligonucleétidos. Tomado de JJM van Dongen y col, 1999. (69

1.2.5.8.3 LMA con t(15;17)(922;921)(PML/RAR«)

La translocacion reciproca entre los cromosomas 15y 17, t(15;17)(g24;921), se
limita a la Leucemia Promielocitica Aguda (LMA-M3) presentandose entre el 90
y 95% de los pacientes.(®® Esta translocacion involucra al gen del receptor alfa
del acido retinoico (RARa) en el cromosoma 17 y al gen PML en el cromosoma
15. Los puntos de ruptura en el gen RARa generalmente ocurren en el intrén 2,
mientras que en el gen PML, los puntos de ruptura ocurren en el intrén 6 (bcrl:
55% de los casos), exdon 6 (bcr2: 5%) e intrén 3 (bcr3: 40%). Como
consecuencia, se presentan tres isoformas referidas como Larga (L, bcrl),
variante (V, bcr2) y corta (S, bcr3).69 El gen RARa es un miembro de la
superfamilia de receptores nucleares. Estos receptores tienen dos dominios,
uno enlaza al DNA y el otro a hormonas retinoides. Los retinoides son
reguladores de la proliferacion y diferenciacion. El RARa se activa al enlazar al
retinoide, donde una vez activado se une a sitios especificos del DNA,
actuando en el control transcripcional directo de genes blanco especificos. El
gen PML-RARA codifica la produccion de un receptor alfa mutado, mismo que
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no responde a niveles normales de acido holo transretinoico (ATRA) pero si a
concentraciones muy altas de éste. Por ello, la presencia de la t(15;17) se
vincula como un factor de buen prondstico (mayor posibilidad de lograr la
remision y con supervivencias mas largas) por la respuesta al ATRA, el cual
logra inducir la diferenciacion de los promielocitos a neutrofilos, de ahi la

importancia de su determinacion. 66.77.78)
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Figura 9. Representacion esquematica de los intrones y exones del gen MYH11 involucrados en la
inv(16)(p13;921). A) muestra los puntos de ruptura del gen. B) Diagrama esquematica de los 10
diferentes tipos de transcritos de fusion CBFA/MYH11. Los diferentes transcriptos son generados
principalmente por los puntos de ruptura en los diferentes intrones del gen MYH11. Las flechas indican la
posicion relativa de los oligonucleétidos. Tomado de JJM van Dongen y col, 1999. ©9)
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Figura 10. Representacion esquematica de los intrones y exones de los genes PML y RARA
involucrados en la t(15;17)(g22;921). A) muestra los puntos de ruptura en cada gen. B) Diagrama
esquemética de los tres diferentes transcriptos de fusion PML/RARa. Las flechas indican la posicion
relativa de los oligonucleédtidos. Tomado de JJM van Dongen col, 1999.69

1.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Considerada hoy en dia como una herramienta imprescindible en el laboratorio
de Biologia Molecular e Ingenieria Genética, el objetivo de esta técnica es la
amplificacion directa de un gen o un fragmente de DNA, o indirecta de un RNA
(en este caso, a través de su propio cDNA). Uno de los requisitos para esta
metodologia es que se conozca la secuencia de una parte de la region de DNA
0 RNA que se quiere amplificar, esto nos permitird diseflar un par de
oligonucleotidos que hibridaran en los extremos 3" de la region diana. Ahora
han surgido numerosas modificaciones derivadas del método basico inicial, con
el propdsito de mejorar el rendimiento o la especificidad. Esta dltima puede
aumentar con una segunda PCR (PCR anidada), con dos cebadores nuevos
que hibridan dentro del fragmento diana amplificado por el primer par, dando
asi lugar a productos de PCR mas cortos, pero mas especificos. Las copias

correctas de la primera diana contendran ambas secuencias complementarias
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a los nuevos cebadores, a diferencia de los productos no especificos
generados en la primera PCR, que por ello no resultardn amplificadas en la
segunda (Fig. 9-11).(79
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ll. PROBLEMA DE INVESTIGACION

¢, Con que frecuencia se presenta los rearreglos PML/RARa y CBFB-MYH11
para los subtipos M3 y M4, respectivamente, en los pacientes con leucemia

mieloblastica aguda?
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l1l. JUSTIFICACION

La leucemia aguda es una neoplasia maligna que representa un problema de
salud publica en Michoacan. En el Hospital General Regional No. 1 del
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), Hospital Infantil de Morelia Eva
Samano de Lépez Mateos y Hospital General Dr. Miguel Silva de la Secretaria
de Salud (SSA), se diagnostican y tratan alrededor de 80 casos nuevos cada
afo entre niflos, adolescentes y adultos en edad productiva, con supervivencia
variable en los adultos dependiendo del tipo de leucemia, siendo en términos
generales la supervivencia media de dos afios y en nifios se trata de un
padecimiento altamente curable.

Para el diagnéstico y clasificacion completo de la leucemia se deberia hacer
uso de (1) la clasificacion FAB (Franco-Americano-Britanica), que incluye
criterios morfolégico y citoquimico; (2) de la MIC, que adiciona perfil
inmunoldgico y citogenético y (3) alteraciones moleculares de las células
neoplasicas (OMS). Sin embargo, la carencia en las instituciones publicas del
estudio de biologia molecular en forma rutinaria como parte del diagndéstico,
evita poder subclasificar a los pacientes en aquellos que tienen alteraciones
genéticas de buen 6 mal prondstico. Es por ello, que el médico inicia el
tratamiento de manera igual para ambos grupos, por tanto, la posibilidad de
alcanzar remision y supervivencia libre de enfermedad es mas limitante.

El establecimiento metodolégico para clasificar molecularmente a cada
paciente con leucemia mieloide aguda de novo y si presenta alguna alteraciéon
molecular de buen prondstico, seran determinantes para elegir el esquema
quimioterapéutico especifico. Ademas, de esta manera se tendra la informacién
molecular que oriente la probable evolucion del paciente, esperando que
tengan mas oportunidades de aumentar su supervivencia, libre de enfermedad

Yy, por consiguiente, mejorar su calidad de vida.
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IV. HIPOTESIS
Los pacientes con LMA subtipos M3 y M4, expresaran los rearreglos
PML/RARa o CBFB/MYH11, respectivamente, segun lo reportado en la

literatura.
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V. OBJETIVOS
5.1 General

e Evaluar la expresion de los genes de fusion PML/RARa y CBFB/MYH11

en pacientes con leucemia mieloblastica aguda.
5.2 Especificos

o Establecer las condiciones de la PCR para identificar los genes de fusion
PML/RARay CBFB/MYH11.

e Determinar la expresion de los genes de fusion PML/RARa vy
CBFB/MYH11 en pacientes con LMA M3y LMA M4, respectivamente.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 UNIVERSO DE TRABAJO

Pacientes de los servicios de Hematologia y Oncologia de los hospitales:
Hospital General Regional No. 1 del Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS), Hospital Infantil de Morelia Eva Samano de Lépez Mateos y Hospital
General Dr. Miguel Silva de la Secretaria de Salud (SSA), pertenecientes al

estado de Michoacan.

6.2 MUESTRAS BIOLOGICAS
6.2.1 Pacientes a estudiar:

Se incluyeron 14 muestras de médula dsea y/o sangre periférica de pacientes
diagnosticados con leucemia mieloblastica aguda subtipo M3 y M4 (LMA-M3 y
LMA-M4) que ingresaron a las instituciones arriba mencionadas.

6.2.2 Controles positivos:

Se emplearon muestras de pacientes conocidos con LMA-M3 y LMA-M4 que
expresaron los genes de fusion PML/RARa 'y CBFB/MYH11.

6.2.3 Controles negativos:

Se empled el RNA de leucocitos de sangre periférica de sujetos libres de
enfermedad.

6.3 CRITERIOS DE SELECCION
6.3.1 Criterios de inclusion
Pacientes con diagndéstico de LMA.
6.3.2 Criterios de no inclusion

Muestras de pacientes con conteo absoluto de leucocitos disminuidos y bajo
porcentaje de viabilidad celular.

6.3.3 Criterios de exclusion

Pacientes que no expresaron el gen normal abl.
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6.4 METODOS

Recoleccion de Purificacion de Extracciéon de
lamuestra |~ leucocitos |~ RNA
I
\
RT — PCR —>| PCR anidada
I
\
Electroforesis

Figura 11. Esquema general de trabajo. Se indican los pasos en forma
secuencial del protocolo. PCR, reaccién en cadena de la polimerasa; RT-PCR,

PCR con transcriptasa inversa (iniciales de reverse transcriptase).

6.4.1 Recoleccion de las muestras
Se recolectaron 4-5 mL de muestra de medula 6sea o sangre periférica en tubo
con EDTA.

6.4.2 Purificacion de glébulos blancos

La muestra se diluyé 1:10 con solucién de lisis fria (4 a 8°C), se mezclo
suavemente y se incubo en hielo por 15 minutos. Se centrifugd a 1500 g
durante 5 min a 4°C. Se desecho el sobrenadante, se resuspendio el botdn
celular (contiene los leucocitos) en 1 mL de solucion amortiguadora de fosfato
(PBS) a pH de 7.4, se agregaron 10mL de PBS y se volvié a centrifugar. Por
segunda vez, se desecho el sobrenadante, se resuspendié el boton celular en 1

mL de PBS y se pas6 a un tubo Eppendorf de 2 mL nuevo y estéril.
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6.4.3 Conteo de células y evaluacion de la viabilidad
La muestra se diluy6 1:40 (5 uL de células purificadas con 195 uL del colorante
azul de tripano 1%) y se realiz6 el conteo en cdmara de Neubauer con

microscopio de luz Optica.

El promedio de las células contadas en los cuatro cuadrantes para gloébulos
blancos se multiplicé por 10 (volumen de la cAmara), luego por 40 (factor de
dilucion), este resultado representa el nUmero de leucocitos en 1 pL. Para
determinar la viabilidad celular, se realizé a partir del porcentaje de células
vivas y muertas, el cual debe ser mayor a 90% (viables) para seguir con el

proceso de extraccién de ARN.

6.4.4 Extraccion del RNA total por el método TriPure.

De los glébulos blancos purificados, se transfirio el volumen correspondiente a
10 millones de células a un tubo Eppendorf nuevo, se centrifugd a 1500 g
durante 5 min. Se deseché el sobrenadante, se adicion6 1 mL del reactivo
TriPure Isolation Reagent®, se resuspendié el botén celular con la ayuda de
una micro pipeta y luego con una jeringa de insulina. Se dejo incubando 5 min
a temperatura ambiente y se guardé a -20 °C.

Siguiendo el protocolo, se descongel6 la muestra en hielo, se agregaron 200 pL
de cloroformo y se agité vigorosamente durante 1 min, se centrifugé a 7200 g
durante 10 min a 4°C.

Se separ6 la fase acuosa y se transfiri6 a un tubo Eppendorf nuevo, se
adicionaron 500 pL de isopropanol (grado bilogia molecular), se mantuvo la
muestra a -20°C por un maximo de 24 horas para lograr un mayor rendimiento
de los &cidos nucleicos.

Luego se centrifugé con las mismas condiciones mencionadas en el parrafo
anterior. Se desecho el sobrenadante, se agregé 1 mL de etanol 75% (grado
biologia molecular), se volvié a centrifugar. Se deseché el sobrenadante y se
dej6 secar por completo para posteriormente resuspender el precipitado
(contiene el RNA) con 20 pL de agua libre de RNasa (RNase-free water
QIAGEN®).
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6.4.5 Cuantificacion y determinacion de la pureza del RNA

El RNA se diluy6 1:50 con agua inyectable y se cuantifico en espectrofotbmetro
de luz UV con una celda de 1 cm de paso de luz a una longitud de onda de 260
nm.

Una unidad de absorbancia (1A) equivale a 40 pg de RNA/mL. EI RNA tiene un
maximo de absorcion a 260 nm, mientras que las proteinas contaminantes
absorben a 280 nm. La relacion de absorbancia entre 260 nm/280 nm,
proporciona el valor de pureza del RNA. Esta pureza se evaluod por la relacion
entre las concentraciones de RNA-Proteina donde éstas deberian estar entre
1.7a2.0.

6.4.6 Verificacion de la integridad del RNA

Se mezcl6 aproximadamente 1 pg de RNA con el colorante azul de bromofenol
y se colocaron en los pozos del gel de agarosa al 1.5%. Se dejaron correr a
85V durante 40 min. Luego, se tifi6 el gel con bromuro de etidio al 0.01%
durante 15 min y se visualiz6 en analizador de imagenes. La presencia de 3
bandas bien delimitadas que corresponde a las bandas 28S, 18S y 5S ademas,
de una relacién 2:1 de las intensidades de las bandas 28S y 18S, indicaron un
ARN de buena integridad.

6.4.7 Sintesis de cDNA

El volumen de RNA correspondiente a 2 ug se mezclé con 1 pL de hexameros
al azar en un tubo (A) y se incubaron a 65°C durante 10 min, luego se colocé
en hielo inmediatamente.

Se prepar6 una mezcla madre en otro tubo (B) con 2 pL de buffer 10X, 4 uL de
MgCl2 25 Mm, 1 puL de Inhibidor de RNAsas 1 U/uL, 8 pL de dNTPs 2.5 mM, 1
puL de enzima MuLV Reverse 2.5 U/uL. Se mezclaron los tubos Ay B, y se
afor6 a 20 pL de volumen final con agua inyectable. Se incubé en el
termociclador bajo el siguiente ciclo: 42°C durante 45 min, a 99°C durante 5

min y 5°C durante 5 min. El cDNA obtenido se guardé a -20 °C hasta su uso.
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6.4.8 Gen control abl normal

En un tubo Eppendorf se prepar6 una mezcla con 2 pL de buffer 10X
(conteniendo 15 mM de MgCl2), 0.5 pM del oligonucleotido directo (5-
GAGGGCGTGTGGAAGAAATA-3), 0.5 pM del oligonucledtido reverso (5-
GCTGTGTAGGTGTCCCCTGT-3), 0.2 mM de dNTPs, 0.8 U de Taq DNA
polimerasa, 2 uL de cDNA y H20 cbp 20 pL. Se sometid a las siguientes
condiciones de reaccién en el termociclador; desnaturalizacion inicial (94°C por
3 min), desnaturalizaciéon (94°C por 1 min), alineacion (57°C por 1 min),

extension (72°C por 1 min) y extension final (72 °C por 5 min) por 30 ciclos.®%
6.4.9 Condiciones de PCR y amplificado de los transcriptos de fusion
6.4.9.1 Método 1

PCR. En la primera ronda de PCR se mezclaron: 2 pL de buffer 10X
(conteniendo 15 mM de MgClz), 0.2 mM de dNTPs, 0.5 puyM de cada
oligonucledtido (Tabla 3), 0.025U de Tag DNA polimerasa, 2 pL de cDNA y H20
cbp 20 pL. La reaccion se llevd a cabo en termociclador bajo las siguientes
condiciones; una etapa de activacion inicial de la polimerasa a 95 °C durante
15 min, seguido de 25 ciclos de amplificacion de PCR: desnaturalizacion (95 °C

durante 30 s), alineacion (58 °C durante 30 s), y extension (72 °C durante 60 s).

PCR anidada. Al producto de PCR se le realiz6 una dilucién 1:100 con agua
inyectable. De esta dilucion se mezcl6 1 pL con 2 pL de buffer 10X
(conteniendo 15 mM de MgClz), 0.2 mM de dNTPs, 0.5 pM de oligonucleotidos,
0.025U de Taq DNA polimerasa, 2 uL de cDNA y H20 cbp. 20 pL. La reaccion
se llevd a cabo en termociclador bajo las siguientes condiciones: una etapa de
activacion inicial de la polimerasa a 95 °C durante 15 min, seguido de 25 ciclos
de amplificacion de PCR: desnaturalizacién (95 °C durante 30 s), alineacion (58
°C durante 30 s), extension (72 °C durante 60 s) y un ciclo de extension final
(72 °C durante 10 min).
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Tabla 3. Oligonucleoétidos para el andlisis por RT-PCR de la t(15;17)(q22;q21) con el gen de fusién

PML/RARa. Pallisgaard et al 1998.(81)

Cédigo del
oligonucleoétido

Secuenciab - 3’

Cédigo del
oligonucleodtido

Secuencia5” - 37

PML3:1211U19
PML3:861U19
RARA:540L19
E2A:1075U21*
E2A:1883L22*

CAAGAAAGCCAGCCCAGAG
GTGCGCCAGGTGGTAGCTC
AAGCCCTTGCAGCCCTCAC
TTCTCGTCCAGCCCTTCTACC
TTTTCCTCTTCTCGCCGTTTCA

PML3:1370U21
PML3:930U20
RARA:508L22
E2A:1173U19*
E2A:18441.19*

GCCAGTGTACGCCTTCTCCATC
CAGCGCGACTACGAGGAGAT
CCCATAGTGGTAGCCTGAGGAC
CTACGACGGGGGTCTCCAC
AGGTTCCGCTCTCGCACTT

Al lado izquierdo de la tabla se encuentran los oligonucleétidos empleados en la PCR y al lado derecho los de la PCR

anidada.

* Se emplearon como controles internos para la PCR y PCR anidada, correspondiente.

6.4.9.2 Método 2

PCR. En un tubo Eppendorf se preparé una mezcla con 2 pL de buffer 10X
(conteniendo 15 mM de MgCl2), 1 mM de MgCl2 adicional, 0.5 puM del
oligonucledtido directo, 0.5 uM oligonucleétido reverso (Tabla 4 y 5), 0.2 mM de
dNTPs, 0.025U de Taq DNA polimerasa, 2 uL de cDNA y H20 cbp 20 pL,
posteriormente se sometié a las siguientes condiciones de reaccién en el
termociclador: desnaturalizacion inicial (95 °C durante 30 s), desnaturalizacion
(94 °C durante 30 s), alineacion (65 °C durante 60 s) y extension (72 °C
durante 60 s) por 35 ciclos. Detencién de la PCR a 16 °C.

PCR anidada: el producto amplificado en la PCR se sometié a una segunda
ronda. Para llevarlo a cabo se realizé una dilucion 1:100 del primer amplificado,
del cual se mezclo 1 yL con los reactivos para PCR. La mezcla se sometié a
las mismas condiciones arriba descritas, disminuyendo a 25 la cantidad de
ciclos.

6.4.10 Electroforesis en gel de agarosa.

Se mezclaron 5 pL de los productos de PCR con 1 pL del colorante azul de
bromofenol y se colocaron en los pozos del gel de agarosa al 1.5%, se
conectaron a una fuente de poder y se corrieron a 85 V durante 40 min aprox.
Luego, se tifid el gel con bromuro de etidio al 0.01% durante 15 min y se

visualiz6 en luz ultravioleta.

Identificacién de los genes de fusién PML/RARa y CBFB/MYH11 en pacientes con LMA |HSL



Tabla 4. Oligonucledtidos para el andlisis por RT-PCR de la
t(15;17)(g22;921) con el gen de fusion PML/RARa. Van Dongen y
col, 1999.(9

Cédigo del Posiciéon 5 Secuencia5 - 3’
oligonucleétido (tamafio)

PML-Al 1438 (21) CAGTGTACGCCTTCTCCATCA
PML-A2 969 (18) CTGCTGGAGGCTGTGGAC
RARA-B 485 (20) GCTTGTAGATGCGGGGTAGA
PML-C1 1546 (21) TCAAGATGGAGTCTGAGGAGG
PML-C2 997 (19) AGCGCGACTACGAGGAGAT
RARA-D 426 (20) CTGCTGCTCTGGGTCTCAAT

En una reacciéon se ensayaron los oligonucleétidos PML-A1 con RARA-B y en otro
los oligonucleétidos PML-A2 con RARA-B para la PCR. En la PCR anidada se
ensayaron PML-C1 con RARA-D y PML-C2 con RARA-D.

Tabla 5. Oligonucleétidos para el analisis por RT-PCR de la
inv(16)(p13;q;22) con el gen de fusién CBFB/MYH11. Van Dongen
y col, 1999.(%9)

Caodigo del Posiciobn 5° Secuencia’5” - 3
oligonucleétido (tamafio)

CBFB-A 253 (22) GCAGGCAAGGTATATTTGAAGG
MYH11-B1 1316 (20) TGAAGCAACTCCTGGGTGTC
MYH11-B2 2116 (22) TCCTCTTCTCCTCATTCTGCTC
CBFB-C 345 (20) GGGCTGTCTGGAGTTTGATG
MYH11-D1 1225 (20) TCCCTGTGACGCTCTCAACT
MYH11-D2 2061 (18) CTTGAGCGCCTGCATGTT

En una reaccion se ensayaron los oligonucle6tidos CBFB-A con MYH11-B1 y en
otro los oligonucleétidos CBFB-A con MYH11-B2 para la PCR. En la PCR anidada
se ensayaron oligonucleé6tidos CBFB-C con MYH11-D1 y CBFB-D con MYH11-D2.
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VII. RESULTADOS

7.1 Recoleccion de las muestras

El estudio inicio con 14 muestras de pacientes diagnosticados con leucemia
mieloblastica aguda subtipo M3 (LMA-M3) y M4 (LMA-M4), distribuidos en 6 y 8
pacientes, respectivamente. La recoleccion de las muestras se llevé a cabo de
septiembre 2014 a agosto 2015 (Anexo A).

7.2 Conteo de células y evaluacién de la viabilidad

La mayoria de los pacientes presento cifras absolutas de leucocitos elevadas,
con una media de 51x103/pL.

En lo que respecta a la viabilidad, hubo un porcentaje aceptable de células
viables, siendo en promedio de 92%. Solo hubo excepciéon en un caso que
presento viabilidad de 70 %, esta se dio seguimiento hasta la evaluacion de la
integridad del RNA (Fig. 12), y tal como se esperaba, fue de mala integridad.

Dicha muestra se descarté y tomamos una nueva al mismo paciente.

7.3 Cuantificacion y determinacion de la pureza del RNA
Hubo variaciones en las concentraciones de RNA en cada muestra, pero todos

con valores Optimos a los requeridos para la sintesis de cDNA.

Por su parte, la pureza fue determinada por la relacion entre las
concentraciones de RNA-Proteina (como se explic6 en materiales y métodos),
siendo esta aceptable, pues se traté de un valor promedio de 1.9.

7.4 Verificacion de la integridad del RNA

En nuestro laboratorio clasificamos la integridad del RNA en tres categorias:
buena, regular y mala. De las 14 muestras que se procesaron, solo una fue de
mala integridad, una regular y el resto de buena integridad (Fig 12). La de mala

integridad, se descarto.
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Figura 12. Integridad del RNA. La imagen revela la integridad del RNA de las
muestras procesadas. Carril 1; regular. Carril 2-5, 7 y 8: buena. Carril 6: mala. Todos
los productos se corrieron en gel de agarosa al 1.5%, tefiidos con BrEt al 0.01% y
observados en luz UV.

7.5 Gen control abl normal

De las 14 muestras ensayadas 10 fueron positivas y 4 negativas al gen abl, lo
gue representd el 71.5% de casos con los que se pudo continuar para la
busqueda de los genes de fusién (Fig. 13).

Figura 13. Productos de PCR del gen abl. El tamafio de los productos es de 412
pb, para los oligonucledtidos empleados. Carril 1, 5y 6: negativos. Carril 2, 3,4y 7:
positivos.
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7.6 Condiciones de PCR y Amplificado de los transcriptos de fusién

Se establecieron las condiciones de PCR para amplificar los transcriptos de
fusidon de los casos con LMA-M3 y LMA-M4. En el primer ensayo se siguio el
protocolo empleado por Neils Pallisgaard y col, (1998), el cual no resulto
exitoso, en el gel solo era posible observar algunas bandas que posiblemente
corresponden a los oligonucleétidos (Fig. 14). En el segundo ensayo nos
basamos en el protocolo de Van Dongen y col, (1999), esto implicé un cambio
en los oligonucleotidos empleados en el primer ensayo, concentraciones de los
reactivos, condiciones de reaccién (ver materiales y métodos). Este ultimo nos
permiti6 amplificar los transcriptos de fusion, tanto para los controles positivos

como de los casos de LMA.

Figura 14. Gel de electroforesis de los productos de PCR método 1. En la imagen
solo es posible observar algunas bandas en la parte inferior del gel que pudiéramos
atribuir a los oligonucleétidos (flechas blancas). Carril 1 y 8: MPM. Carril 2-4: productos
de PCR. Carril 5-7: Productos de PCR anidada

7.6.11(15;17) (q22;921) PML/RARa

De los 6 casos iniciales de LMA-M3, solo 4 expresaron el gen abl normal, estos
ultimos fueron quienes se incluyeron al estudio, de los cuales 2 casos fueron
positivos al gen de fusion PML/RARa que representan el 50%, tratandose de
las isoformas bcrl y ber3. Dichas isoformas se confirmaron por la presencia de
un producto de aproximadamente 381 pb y 376 pb en la PCR, otra de 214 pb y
284 pb en la PCR anidada para bcrl y bcr3, respectivamente (Fig. 15)
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Figura 15. Gel de electroforesis t(15;17) (g22;q21) PML/RARa. Panel
izquierdo; carriles 2 y 6 amplicones que identifican la isoforma bcrl, carril 1,3,4
casos negativos. Panel derecho; carriles 2 y 6 amplicones de la isoforma bcr3,

carriles 1,3,4 casos negativos.

7.6.2inv (16) (p13;922) CBFB/MYH11

Para los 8 casos evaluados de LMA-M4, solo un caso fue positivo al gen de
fusion, que representa el 12.5%. Este se trata de la isoforma A, el cual se
confirmo por la presencia de un producto de 400 pb en la PCR y otro de 270 pb
en la PCR anidada (Fig. 16).

1100 pb

Figura 16. Gel de electroforesis para el gen de fusién CBFB/MYH11. Panel izquierdo;
productos de PCR. Carril 1 y 7: control positivo, en 1 hay un producto de 350 pb y en 7
otro de 1100 pb. Carril 2: caso positivo, Carril 3-6. Panel derecho; productos de PCR

anidada. Carril 1 y 3; control positivo, carril 2; caso positivo.
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VIII. DISCUSION

La t(15:17) e inv(16) son dos de los rearreglos cromosémicos mas comunes,
juntos representan aproximadamente el 25% de las LMA de novo.(9 Debido a
que las LMA con la t(15:17) e inv(16) se asocia con una respuesta favorable al
tratamiento, la identificacion de estas anormalidades en el momento del
diagnoéstico, puede proveer informacion util acerca del prondstico y
evolucion.®67476) Aunque la t(15:17) puede ser facilmente detectada mediante
analisis citogenético, no es asi para la inv(16). Nosotros empleamos RT-PCR

para identificar los transcritos de los dos rearreglos cromosomicos.

Primero disefiamos las condiciones para la RT-PCR comparando dos trabajos
reportados previamente (referencias 69 y 81). En una, desafortunadamente no
se logro detectar los transcritos de fusion. Sin embargo, basandonos en el
trabajo de Van Dongen y col, (1999), pudimos amplificar ambos rearreglos.

En el estudio incluimos 14 muestras de pacientes diagnosticados con LMA M3
y M4. 6 muestras correspondieron al subtipo M3 y 8 muestras al subtipo M4. En
el subtipo M3 identificamos las isoformas bcrl y bcr3 en solo dos casos para el
gen de fusion PML/RARa, sin embargo, la frecuencia de expresion de este
rearreglo fue solo del 50%, muy inferior a los 90% reportado en la literatura.
(82.83) Esto se debid probablemente a que algunas de las muestras provenian de
pacientes con tratamiento.

A nivel molecular, la proteina de fusion PML/RARa funciona como un represor
transcripcional (Fig. 5). En células que contienen la translocacion, el
tratamiento con ATRA permite la liberacion de co-represores y el reclutamiento
de complejos co-activadores. Esto resulta en la transcripcion de los genes
blanco de RARA, también como los factores de transcripcion cruciales para la
hematopoyesis normal tales como PU.1 y CEBPB con subsecuente
diferenciacion de las células leucémicas. Sin embargo, se ha reportado que el
tratamiento con ATRA también resulta en la degradacion de la proteina de
fusion. En estos casos, se sabe que el nivel de expresion de los trascriptos esta
afectado por los agentes quimioterapéuticos en la fase de induccion.
Afadiendo a esto, el conteo absoluto de glébulos blancos se ve afectado y la
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probabilidad de encontrar el gen de fusion disminuye.®384 Lo anterior, podria

explicar la baja frecuencia encontrada del gen de fusion PML/RARa.

En 8 casos de LMA M4 donde evaluamos el gen de fusion CBFB/MYH11, solo
uno presento el transcrito, que corresponde al 12.5% de todos los casos,
tratAndose de la isoforma A. Segun el reporte de Dongen y cols. (1999), la
frecuencia de la isoforma A es de aproximadamente el 88% de los casos que
expresan el gen de fusion CBFB/MYH11. La frecuencia de expresion de la
inv(16) en pacientes con LMA M4 es variable. En un andlisis de Langabeer y
cols. (1997) reportaron que el transcripto se encuentra en aproximadamente el
10% de los casos con LMA M4Eo de novo. Por su parte Liu y cols. (1995),

también reportaron 10% del gene fusion. En nuestro trabajo, sin embargo, por
el nimero reducido de pacientes incluidos, no podemos descartar la posibilidad
de que el porcentaje de transcritos encontrado podria tener variaciones.
Ademas, aunque esta anormalidad cromosémica es caracteristica para la LMA
M4Eo, también se ha reportado en los subtipos M2, M5, en M1, M6 y M7 puede

ser raro.(™

Por ultimo, se contaron con controles positivos para verificar que los productos
de PCR y PCR anidad de nuestra metodologia, realmente amplificaron los

genes de fusion evaluados y asi, corroborar su reproducibilidad.

De acuerdo a nuestros resultados reiteramos la importancia de establecer la
clasificacion molecular de los pacientes con LMA antes de iniciar cualquier
tratamiento, debido a que estos genes de fusién son vulnerables al dafio
causados por ciertos tipos de quimioterapia y la probabilidad de encontrar

resultados falsos negativos aumenta.
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IX. CONCLUSION

Se establecieron las condiciones de RT-PCR para la deteccion de los genes de
fusion PML/RARa y CBFB/MYH11l en pacientes con LMA-M3 y LMA-M4,
respectivamente. La frecuencia de casos encontrados, fue menor a lo
esperado, probablemente por el tamafio de muestra y porque algunos
pacientes estaban bajo tratamiento quimioterapéutico al momento de realizar el

estudio.
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XI. ANEXOS

ANEXO XI. A. Consentimiento informado

UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO - Laboratorio de
P ™ VA Citopatologia
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS N L Moleculry
f’\ ] } Citometria de Flujo
“DR. IGNACIO CHAVEZ” {— ¢ do e Salud
X W UMSNH,

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADOS

LABORATORIO DE CITOPATOLOGIA MOLECULAR
Y CITOMETRIA DE FLUJO

HOSPITAL MORELIA, MICH.

Servicios de Medicina Interna — Hematologia - Oncologia

U.M.S.N.H. = IMSS — SSA

Carta de consentimiento para la participacion de proyectos de investigacion cientifica

Morelia, Mich. a de del20__

La presencia alteraciones moleculares y la clasificacion inmunofenotipica, se pueden asociar a
un buen o mal prondstico, su deteccidon oportuna es de suma importancia para aplicar los
esquemas de tratamiento mdas adecuados dependiendo del tipo de alteraciéon y con ello
alcanzar la remisién completa.

Por medio del presente acepto participar en el proyecto de investigacién “IDENTIFICACION DE
LOS GENES DE FUSION PML/RARa Y CBFB/MYH11 EN PACIENTES CON LEUCEMIA
MIELOBLASTICA AGUDA MEDIANTE RT-PCR.” registrado ante el comité local de investigacion
con el numero: . El objetivo de este trabajo es determinar al diagndstico
alteraciones moleculares en pacientes con leucemia mieloblastica aguda y asociarlos. Se me ha
explicado que se utilizardn las mismas muestras de sangre periférica o médula ésea para
definir mi diagndstico. Declaro que se me ha informado que NO REPRESENTA UNA
INTERVENCION DIRECTA Y ADICIONAL a las intervenciones normales de diagndstico. El
investigador principal se ha comprometido a responder las preguntas o cualquier duda que yo
le planteé acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo. Entiendo que conservo el
derecho de retirarme del estudio en cualquier momento sin que esto influya sobre la atencién
que recibo por esta institucion, asi como que dicha participacién no tendra ningin costo (no
pagaré por participacién del estudio).
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El investigador principal me ha dado la seguridad de que los datos obtenidos serdn en forma
confidencial. También se ha comprometido a proporcionar la informacién actualizada que se
obtenga durante el estudio.

Nombre y firma del participante Dr. Sergio Gutiérrez Castellanos Nombre y
firma del Investigador Titular

Nombre y firma del testigo Heriberto Santander Lucio
Nombre y firma de quien procesa las
muestras

*En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a: Investigador Responsable: Dr. Sergio
Gutiérrez Castellanos, Tel. 4431802719. Correo electrdnico: sergutica@yahoo.com.mx.
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ANEXO XI. B Datos completos de los pacientes incluidos en el estudio

EDAD WBC RBC HB  PLT INTEGRIDAD [RNA] GEN

CLAVE (afios) ISTITUCION (10%uL) (10%uL) (g/dL) (10%uL) FAB  DELRNA (ug/mL) abl TRANSCRIPTO ISOFORMA
RRMA/OL 20 IMSS 3.04 33 120 63.0 M3 BUENA 12.1 + -

GCJC/02 17 H. CIVIL 15.2 2.3 70 110 M3 BUENA 34.0 + ;

LGJC/03 36 H. CIVIL 26.5 2.8 8.8  36.0 M4 BUENA 10.0 + + A
CAF/05 81 IMSS 3444 24 9.0 120 M5 BUENA 11.4 - -

MGMF/08 29 IMSS 3.7 37 116 5370 M3  REGULAR 145 - -

VGRM/09 69 IMSS 2085 1.6 47 4170 M4 BUENA 16.6 - -

VW11 44 IMSS 1291 2.3 7.9 440 M4 BUENA 22.8 + -

CBC/13 85 IMSS 37.3 2.8 8.7 50 M4/M5  BUENA 8.5 - -

PCM/14 65 IMSS 258.97 1.3 3.7 230 M4 BUENA 37.1 + .

BAS/16 30 H. CIVIL 7.1 2.5 8.8 120 M3 BUENA 25.4 + + berl
ERCA/17 34 IMSS 16.3 40 107 410 M4Eo BUENA 21.7 + ;

PHS/18 29 IMSS 2.82 44 142 2340 M3 BUENA 10.0 + ;

NME/19 29 IMSS 22.7 1.6 47 240 M4M5  BUENA 31.2 + .

AHLD/20 14  H.INFANTIL 747 284 946  33.0 M3 BUENA 27.7 + + ber3
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