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FACULTAD DE CIENCIAS MEDIQAS Y BIOLOGICAS
“DR. IGNACIO CHAVEZ”

RESUME

“DETECCION DE ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL EN PACIENTES CON
LEUCEMIA MIELOIDE MEDIANTE DE GENES DE FUSION”

Introduccidn: La leucemia ocupa el segundo lugar de las neoplasias malignas del tejido hematopoyético
y agrupa diferentes entidades celulares. En el caso de México la tasa reportada para el afio 2008 fue de
13.9 por 100,000 habitantes. Los pacientes con leucemia al diagnéstico pueden tener alrededor de 1012
células malignas. Asi, durante la induccion a la remisién se produce una reduccion de 3 a 4 logaritmos de
la masa tumoral, pero en el paciente permanecen alrededor de 108 a 10° células leucémicas. El establecer
una clasificacion a través de técnicas de biologia molecular en las leucemias al diagnéstico y
posteriormente cuantificar la enfermedad residual, generara la informacion necesaria para definir el riesgo
del paciente. Objetivo general: Determinar la EMR en pacientes con leucemia mieloide aguda mediante
la deteccion de los genes de fusion RUNXT1-RUNX1T1, PML-RARA y CBFB-MYH11. Materiales y
métodos: Se obtuvieron los leucocitos de médula ésea o sangre periférica de pacientes con leucemia
mieloide aguda al diagnéstico, termino induccién a la remisién, consolidacion y mantenimiento. Se aislo el
ARN empleando el reactivo de TriPure Isolation Reagent® (roche). Se extrajo el RNA total de 10 millones
de leucocitos de médula 6sea y/o sangre periférica, se sintetizé la cadena complementaria de ADN (cDNA)
con la enzima transcriptasa inversa y saturaciéon de hexameros. Se realizé la PCR con los oligos
especificos para los rearreglos RUNX/RUNX1T1, PML/RARA, CBFB/MYH11 aplicando las condiciones de
amplificacion y temperaturas de fusion especificas para cada rearreglo. El producto de PCR se sometié a
corrimiento electroforético en gel de agarosa y se tiflo con bromuro de Etidio al 0.01%. Posteriormente se
realizé la semicuantificacion con el software Quantity one versién 4.6.9 (Biorad) en geles de poliacrilamida
a 25 y 30 ciclos respectivamente. Resultados: Se incluyeron 16 pacientes que se distribuyeron en 3 para
LMA-M2, 9 para LMA-M3 y 4 para LMA-M4, de los cuales 2 expresaron para el gen de fusién
RUNX1/RUNX1T1, 7 para el gen de fusién PML-RARA y 1 para el gen de fusion CBFB/MYH11. De estos
10 pacientes positivos se semicuantifico para determinar porcentaje de EMR, donde se observaron
principalmente valores en aumento de la expresion de los genes en cuestion (80%). Ya que solo fueron 2
pacientes (20%) donde se observo un descenso en la carga del gen de fusion, determinado en diferentes
lapsos quimioterapéuticos.

Conclusién: La expresién del gen de fusion PML-RARA en nuestro estudio fue la poblacién mayor y esto
es concordante con la literatura europea, sin embargo, el conocimiento sobre la distribucion genética de
los subtipos de LMA en México, es incipiente. Existe informacién sobre un aumento en la prevalencia en
t(15;17) mas no t(8;21), inv(16) o alguna de sus variantes. Por lo que generar estudios de este tipo y por
lapsos de tiempo mayor no solamente nos dara una incidencia y prevalencia mas precisa sino también
permitira proporcionar cambios en esquemas quimioterapéuticos fundamentales para los pacientes con
leucemia mieloide aguda esto con el fin de mejorar sus prondésticos.

PALABRAS CLAVE: Enfermedad Minima Residual, Leucemia Mieloide Aguda, Genes de Fusion, Acido
ribonucleico y Reaccion de la cadena de la polimerasa.
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"DETECTION OF MINIMAL RESIDUAL DISEASE IN PATIENTS WITH ACUTE
MYELOID LEUKEMIA FROM FUSION GENES"

Introduction: Leukemia occupies the second place of the malignancies of the hematopoietic tissue and
groups different cellular entities. In the case of Mexico the rate reported for the year 2008 was 13.9 per
100,000 inhabitants. Patients with leukemia at diagnosis may have around 1012 malignant cells. Thus,
during induction to remission a reduction of 3 to 4 logarithms of the tumor mass occurs, but in the patient
remain about 108 to 109 leukemic cells. Establishing a classification through molecular biology techniques
in leukemias at diagnosis and then quantifying the residual disease will generate the necessary information
to define the patient's risk. Overall objective: To determine RMS in patients with acute myeloid leukemia by
detecting RUNX1-RUNX1T1, PML-RARA and CBFB-MYH11 fusion genes. Materials and methods: Bone
marrow or peripheral blood leukocytes were obtained from patients with acute myeloid leukemia at
diagnosis, followed induction of remission, consolidation and maintenance. RNA was isolated using TriPure
Isolation Reagent® (roche) reagent. Total RNA was extracted from 10 million leukocytes from bone marrow
and / or peripheral blood, the complementary DNA strand (cDNA) was synthesized with the enzyme reverse
transcriptase and hexameric saturation. PCR was performed with the specific oligos for the RUNX /
RUNX1T1, PML / RARA, CBFB / MYH11 rearregulations by applying amplification conditions and specific
melting temperatures for each rearrangement. The PCR product was subjected to electrophoretic shift on
agarose gel and stained with 0.01% Ethidium bromide. Subsequently, the semi-quantization was performed
with the software Quantity one version 4.6.9 (Biorad) on polyacrylamide gels at 25 and 30 cycles
respectively

Results: We included 16 patients who were distributed in 3 for AML-M2, 9 for AML-M3 and 4 for AML-M4,
of which 2 were expressed for the RUNX1 / RUNX1T1 fusion gene, 7 for the fusion gene PML- RARA and
1 for the CBFB / MYH11 fusion gene. Of these 10 positive patients were semiquantified to determine
percentage of EMR, where they were mainly observed values in increase of the expression of the genes in
question (80%). Since there were only 2 patients (20%) where a decrease in the load of the fusion gene,
determined in different chemotherapy lapses, was observed.

Conclusion: The expression of the PML-RARA fusion gene in our study was the largest population and
this is consistent with European literature, however, knowledge about the genetic distribution of AML
subtypes in Mexico is incipient. There is information on an increase in prevalence in t (15; 17) but not t (8;
21), inv (16) or any of its variants. Therefore, to generate studies of this type and for longer periods of time
will not only give us a more precise incidence and prevalence but also allow to provide changes in
fundamental chemotherapeutic schemes for patients with acute myeloid leukemia in order to improve their
prognosis.
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Determinacion de Enfermedad Minima Residual en pacientes con leucemia 2017
mieloide aguda (LMA) mediante genes de fusién.

1. INTRODUCCION

La leucemia ocupa el segundo lugar de las neoplasias malignas del tejido
hematopoyético y agrupa diferentes entidades celulares. Los cuatro tipos principales de
leucemia son leucemia linfoblastica aguda (LLA), leucemia linfocitica crénica (LLC), la
leucemia mieloide aguda (LMA) y la leucemia mieloide cronica (LMC).! La leucemia
linfoblastica aguda representa aproximadamente 75% de los casos de leucemia infantil.
En contraste, los tipos de leucemia mas comunes en adultos son la leucemia mieloide
aguda (LMA) y la leucemia linfoblastica cronica (LLC), seguidas por la leucemia
linfoblastica aguda (LLA) y la leucemia mieloide crénica (LMC).?2 La leucemia aguda es
una enfermedad clonal que involucra la acumulacion de mutaciones y alteraciones
génicas en una célula tallo hematopoyética (Fig.1). Lo que genera proliferacion anormal

del blasto con desplazamiento de la hematopoyesis normal. (Fig. 2).
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Fig. 1: Mutacion de progenitores hematopoyéticos normales en células tronco

leucémicas (gudging in hematology education, 2009)
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Determinacion de Enfermedad Minima Residual en pacientes con leucemia 2017
mieloide aguda (LMA) mediante genes de fusién.

La mortalidad por leucemias linfoide y mieloide en México, en el afio 2002 fue del 4.6%
respecto al total de defunciones registradas, ubicandose dentro de las primeras quince
causas de mortalidad por neoplasias malignas. En el afio 2002 la distribucidon
geografica mundial de la mortalidad por leucemia mostré que las mayores tasas de
mortalidad (>8.0 por 100,000 habitantes), tanto en hombres como en mujeres, se
localizaron en paises desarrollados como Canada, Estados Unidos, Europa y Australia.
En el caso de México la tasa reportada para este afo fue de 6.1 por 100,000
habitantes. En relacion a la distribucién geografica de las leucemias se observé que las
entidades federativas con mayores tasas de mortalidad, de acuerdo con el estado de
residencia (Fig. 3) corresponden a las siguientes: Tabasco, Puebla, Distrito Federal,

Baja California Sur, Nayarit, Yucatan, Michoacan, Tlaxcala, Jalisco y Colima.3

® >35
3.5-3.0
=3.0

TASA(por 100 mil habitantes)

.....

FIGURA 3

Mortalided por leucemia, seguin lugar de
residencia habitual. México, 2001

Fuente: Globocan 2002 World Health Organization .

En anos recientes, se han desarrollado varios métodos para detectar la enfermedad
minima residual (EMR) en pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA) en remisién
morfologica.* Actualmente, los métodos mas utilizados para la deteccion vy
cuantificacion de estas patologias son, la Citometria de flujo y los analisis basados en
reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR), que pueden alcanzar un nivel de
sensibilidad de hasta 104 a 1096.5

Patricia Alejandra Ceja Silva | 3



Determinacion de Enfermedad Minima Residual en pacientes con leucemia 2017
mieloide aguda (LMA) mediante genes de fusién.

El principal objetivo del tratamiento de la leucemia es la curacion, sin embargo, esto
ocurre solo en un bajo porcentaje, alrededor del 10 -20% de los pacientes adultos; por
tal motivo, se pretende mantener a los pacientes en un estado de la enfermedad
controlada sin actividad leucémica, denominado remisién, la cual se clasifica en parcial

y completa, dependiendo de las caracteristicas clinicas y hematoldgicas del paciente.®

Patricia Alejandra Ceja Silva | 4



Determinacion de Enfermedad Minima Residual en pacientes con leucemia 2017
mieloide aguda (LMA) mediante genes de fusién.

2. ANTECEDENTES
2.1 ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL (EMR)

El término enfermedad minima residual (EMR) fue creado para describir la enfermedad
que es detectada solamente por técnicas de laboratorio mas sensibles que la
morfologia. La enfermedad residual se consideraba como minima, dado que se
encontro en la ausencia de signos o sintomas clinicos. Y que se va a denominar como
las células blasticas tumorales que permanecen en la médula 6sea después del

tratamiento quimioterapéutico o del trasplante de progenitores hematopoyéticos.®

El objetivo final de los ensayos de enfermedad minima residual (EMR) es guiar las
decisiones terapéuticas mediante el reconocimiento de los pacientes que respondieron
bien a la terapia realizando una distinciéon también de los pacientes en los que el
tratamiento se debe continuar o intensificar para minimizar la probabilidad de recaida

clinica.1

Varios estudios establecen que el valor predictivo positivo y negativo del resultado de
(EMR) especifica depende de la sensibilidad de la técnica utilizada para medirlo, el
punto en el que se mide y el tratamiento recibido por el paciente antes y después del

punto de evaluacion.2°30

Se puede presentar en pacientes en mitad del proceso de tratamiento y también en
pacientes que se cree estan en remision. La (EMR) es la causa mas importante de
recaida en pacientes después del tratamiento de quimioterapia. La detecciéon de (EMR)
en forma peridédica es determinante en el manejo de la leucemia durante su
tratamiento; inclusive, al término de la induccién a la remision identifica pacientes con
buen o mal prondstico dependiendo de los niveles de la misma.' Con base en estos
datos, la deteccion de (EMR) esta siendo implementada rutinariamente en los
protocolos de tratamiento y estda aumentando su aplicacién como guia de la terapia o

para la evaluacion de nuevos tratamientos.'%13
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2.2 RT-PCR PARA DETECTAR ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL (EMR)

La RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa) es un
método sensible para la deteccion de los niveles de expresion de ARNm.
Tradicionalmente RT-PCR implica dos pasos: la reaccién de transcripcién reversa (RT)
y la amplificacién por reaccién de la cadena de la polimerasa (PCR). El acido
ribonucleico (RNA) se transcribe en primera inversa como acido desoxirribonucleico
complementario (cDNA) usando una transcriptasa inversa, el cDNA resultante se utiliza
como plantillas para la amplificacién de productos de reaccion de la cadena de la
polimerasa (PCR) subsiguiente utilizando cebadores especificos para uno o mas

genes.™

La reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica molecular que permite
amplificar secuencias especificas de acido desoxirribonucleico (DNA) o &cido
ribonucleico (RNA) expresadas en las células tumorales, multiplicando por 100 el
namero de copias que podemos obtener de un determinado fragmento de acido
desoxirribonucleico (DNA). Con la reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripcion inversa (RT-PCR), se puede analizar el &cido ribonucleico (RNA) de
transcripcion expresado en dichas células. Esto nos permite el estudio de los genes
alterados por translocaciones primarias y de otros genes caracteristicos asociados a
determinados tipos de tumor. En la monitorizacion de la enfermedad minima residual
(EMR) es importante la cuantificacién de ésta mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR) en tiempo real, de manera que la
comparacion de su nivel de amplificacion con los estdndares adecuados proporciona
una medida cuantitativa del grado de afectacion. Posee una sensibilidad que se sitta
entre 1 x 10°y 1 x 106, 1516

Por lo tanto, la reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-
PCR) para los transcritos de fusion de leucemia es una manera muy sensible para

detectar enfermedad minima residual (EMR), la importancia clinica de un resultado
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positivo puede variar con el momento de la evaluacion durante el curso clinico, es decir

durante la fase de tratamiento a la que se encuentre sometida el paciente.'”:18

2.3 TRANSLOCACION (8:21) (q22;q22)

Constituye alrededor del 5% al 10% de las leucemias mieloides agudas (LMA). La
1(8;21)(q22;922) se describid por primera vez en 1973, la cual se encuentra
generalmente en la leucemia mieloide aguda (LMA) subtipo M2 (20-40%) y se ha
identificado en la linea celular Kasumi-1 derivada de un paciente LMA-M2 en recaida.
La t(8;21) fusiona el gen AML1 (acute myeloid leukemia 1, por sus siglas en inglés),
también identificado como PEBP2a o CBFA2. El gen ETO (eight twenty one), también
identificado como CDR o MTGS8. 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. 4). El transcrito fusionado AML7-ETO se encuentran por RT-PCR
por lo regular en pacientes positivos a la 1(8;21), generando un tamano de transcrito
constante que corresponde a la fusion del exén 5 AML1 al exdn 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 exdén 2. La 1(8;21) se asocia con un buen prondstico con
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.'*162" E| gen AML1 codifica la subunidad a2 del factor de transcripcion
heterodimérico core biding factor (CBF), el cual es critico para el desarrollo

hematopoyético. 192526

Actualmente este gen de fusion se denomina RUNX1/RUNX1T1.
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Fig. 4: Representacion esquematica de los intrones y exones de los genes AML1 y
ETO involucrados en la t(8;21)(q22;922). A) muestra los puntos de ruptura en cada gen.
B) Diagrama del transcripto de fusion AML1-ETO con el exén 5 de AML1 fusionado al
exén 2 de ETO. Las flechas indican la posicion relativa de los oligonucledtidos.

(Tomado de van Dongen y colX)
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La t(8;21) fue la primera anomalia citogenética descrita en las leucemias mieloides

agudas (LMA) en 1973 por Rowley.1’3 Esta alteracion esta presente en
aproximadamente 5-10 % de todos los casos. Algunos autores plantean que los
eventos iniciales de esta alteracion ocurren en el utero y estan relacionados con la
exposicion prenatal a pesticidas, dada la estrecha relacidén del transcripto de fusion y
los niveles de pesticida en meconio. Factores como la tendencia a la colocacion de los
cromosomas 8 y 21 en las células mieloides y los desbalances en los niveles de
histonas (H) con disminucion de H1 e incremento de H3, pudieran ser algunas de las

alteraciones de la microarquitectura nuclear y fendmenos epigenéticos directamente

. .. 27
relacionados con esta mutacion.

2.4 INVERSION 16 Inv(p13;922)

Esta proteina tiene multiples efectos en la regulacion de la proliferacion, la
diferenciacion y la viabilidad de las células leucémicas. La translocacion puede ser
detectada como una sola anomalia genética o como parte de anomalias complejas. La
enfermedad se caracteriza por anomalias genéticas adicionales, las células leucémicas
muestran un perfil de expresion global de genes y un perfil de microARNs. Usualmente
hay un bajo riesgo de recaida de la leucemia después de altas dosis de arabindsido de

citosina 2728

Dependiendo de los exones que se recombinan entre los genes, se pueden generar 10
transcritos diferentes de CBFB-MYH11. Mas del 85% de los pacientes presentan el
transcrito tipo A; los tipos D y E representan alrededor del 10% y los demas transcritos
se presentan esporadicamente (Fig.5). La presencia de esta anormalidad cromosémica
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 remisién

completa.?
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Fig. 5: Representacion esquematica de los intrones y exones del gen MYH11
involucrados en la inv(16)(p13;g21). A) muestra los puntos de ruptura del gen. B)
Diagrama esquematica de los 10 diferentes tipos de transcriptos de fusion CBFf-
MYH11. Los diferentes transcriptos son generados principalmente por los puntos de
ruptura en los diferentes intrones del gen MYH11. Las flechas indican la posicidon

relativa de los oligonucleoétidos. (Tomado de van Dongen y col.X)
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2.5 TRANSLOCACION t(15:17) (q24:q21)

La translocacion reciproca entre los cromosomas 15y 17 [t(15;17)(q24;921)], se limita
a promielocitos neoplasicos, es decir 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 promielocitic
leukemia (PML) en el cromosoma 15. Los puntos de ruptura en el gen RARA
generalmente ocurren en el intron 2. Mientras que en el gen PML, los puntos de ruptura
ocurren en el intron 6 (bcr1: 55% de los casos), exon 6 (bcr2: 5%) e intron 3 (ber3:
40%). Como consecuencia, se presentan tres isoformas referidas como Larga (L, bcr1),
variante (V, bcr2) y corta (S, ber3). 2" 22 El gen RARA es un miembro de la superfamilia
de receptores nucleares. Estos receptores tienen dos dominios, uno enlaza al acido
desoxirribonucleico (ADN) y el otro a hormonas retinoides. Los retinoides son
reguladores de la proliferacion y diferenciacion (Fig. 6). El RARA se activa al enlazar al
retinoide, donde una vez activado se une a sitios especificos del ADN, actuando en el
control transcripcional directo de genes blanco especificos. El gen PML-RARA codifica
la produccién de un receptor alfa mutado, mismo que no responde a niveles normales
de acido holotransretinoico (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 pronéstico (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.?°
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Fig. 6: Representacion

esquematica de los intrones y exones de los genes PML y

RARA involucrados en la t(15;17)(g22;q21). A) Se muestran los puntos de ruptura en

cada gen. B) Diagrama esquematica de los tres diferentes transcriptos de fusién PML-

RARa. Las flechas indican la posicidn relativa de los oligonucledétidos. (Tomado de van

Dongen y colX)
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En pacientes con leucemia aguda, la definicidon actual de remision se basa en la
identificacion de células leucémicas en médula ésea mediante analisis morfologico.
Este método es subjetivo y carece de sensibilidad: las células malignas representan
entre 1 y 5% de la poblacion celular de la médula ésea. Aunque con los tratamientos
contemporaneos se logra obtener una remision morfoldégica en la mayoria de los
pacientes, una proporciéon importante de pacientes presenta células leucémicas
indetectables que son las responsables de provocar la recaida de la leucemia y

conducir a la muerte.”- 8

En México el estudio de enfermedad minima residual (EMR) no se realiza de forma
rutinaria, por la complejidad de los métodos y el alto costo que implica la determinacion.
En este contexto la técnica molecular de reaccién de la cadena de la polimerasa (PCR)
semi-cuantitativa parece ser una alternativa adecuada con un costo menor al de la
citometria de flujo con una sensibilidad elevada de 103 — 10°. La técnica propuesta
generara el conocimiento para evaluar la relacién de la EMR vy la probabilidad a recaida
y es susceptible a ser considerada para la toma de decisiones terapéuticas de los

pacientes.

En nuestro pais los esquemas terapéuticos estan regidos en general por las
manifestaciones clinicas y la observacion médica sin considerar a la enfermedad

subclinica como una posibilidad de recaida.

La presencia de EMR es la causa mas importante de recaida en pacientes después del
tratamiento de quimioterapia. La deteccion de EMR en forma periédica es determinante
en el manejo de la leucemia durante su tratamiento; inclusive, al término de la
induccién a la remision identifica pacientes con buen o mal prondstico dependiendo de

los niveles de EMR.
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4. JUSTIFICACION

En las ultimas décadas, los avances en quimioterapia, radioterapia y en el trasplante de
precursores hematopoyéticos han mejorado de forma considerable las posibilidades de
supervivencia en neoplasias malignas. Sin embargo, el riesgo de recurrencia continua
siendo, en muchos casos, un obstaculo importante para su curacion. En este sentido, la
deteccion de enfermedad minima residual (EMR) constituye un procedimiento de gran
interés con objeto de adecuar los requerimientos terapéuticos y ademas en algunos

casos puede tener una clara trascendencia prondstica.’-1°

En la leucemia mieloide aguda (LMA), el logro de la remision hematolégica completa
(RC) es un requisito previo para su curacion. La definicidon convencional de remision
completa (RC), se basa en el reconocimiento morfolégico de < 5% de blastos
leucémicos en la medula 6sea; sin embargo, no proporciona suficiente informacion
sobre la calidad de la respuesta. A pesar de tasas de RC de 50-80% (segun la edad), la
mayoria de los pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA) presenta recaida dentro
de 3-5 anos desde el diagnostico y tratamiento de la enfermedad. Los pacientes con
leucemia al diagndstico pueden tener alrededor de 102 células malignas.' Asi, durante
la induccién a la remision se produce una reduccién de 3 a 4 logaritmos de la masa
tumoral, pero en el paciente permanecen alrededor de 108 a 10° células leucémicas.
Esta cantidad de células es indetectable por los métodos convencionales (morfologia
con microscopio Optico) en la mayoria de los pacientes. Por lo que es necesario
emplear procedimientos mas sensibles para cuantificar la masa tumoral residual y
evaluar la respuesta al tratamiento. Esto conduce un manejo clinico mas fino y previene
(hasta con 3 meses de anticipacién) una recaida clinica que complicaria el control de la

enfermedad por resurgir la clona leucémica con mayor resistencia al tratamiento.®
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Durante la ultima década, se ha demostrado que la deteccion de células malignas que
se encontraban por debajo del 0.01%, correlacionaron significativamente con la

evolucion clinica y mayor supervivencia libre de enfermedad.'28

El establecer una clasificacion a través de técnicas de biologia molecular en las
leucemias al diagnostico y posteriormente cuantificar la enfermedad minima residual,
generara la informacion necesaria para definir el riesgo del paciente y se contara con la
metodologia para evaluar periodicamente el efecto del tratamiento mediante la
determinacién del nivel de enfermedad minima residual y hacer las modificaciones
pertinentes. Si se encuentran niveles altos de enfermedad minima residual (EMR)
(>0.01%) podran intensificar el tratamiento, pero si presenta niveles bajos de
enfermedad minima residual (EMR) (<0.01%) mantendran el esquema de tratamiento o
lo modificaran sin comprometer su efectividad. Es decir, se pretende incrementar la
supervivencia, pero ahora, libre de enfermedad, libre de las complicaciones
relacionadas con el tratamiento de la leucemia y por consiguiente, el paciente mejorara

su calidad de vida.
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5. HIPOTESIS

El diagndstico oportuno de enfermedad minima residual (EMR) mejora la eficacia del

tratamiento de leucemia mieloide aguda (LMA) y evita recaidas.

6. OBJETIVOS

a) General

‘Evaluar la frecuencia de enfermedad minima residual (EMR) en pacientes con

Leucemia Mieloide Aguda.

b) Especificos

» Determinar la expresidén de genes de fusion en pacientes con LMA

» Analizar la enfermedad minima residual (EMR) en la evolucién de los pacientes.
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7. MATERIALES Y METODOS

1.DISENO DEL ESTUDIO
Prospectivo y observacional.

2. UNIVERSO DE TRABAJO
Pacientes con diagnéstico de leucemia mieloide aguda (LMA) con edad entre 0-90

afos que ingresaron a los Servicios de Oncologia o Hematologia del Hospital Infantil
“‘Eva Samano de Lépez Mateos” Hospital Civil "Miguel Silva™ y hospital Regional No.1
del IMSS.

3. DEFINICION DE LAS UNIDADES DE OBSERVACION
Se incluyeron todos los pacientes con leucemia mieloide aguda, que ingresaron a los

servicios de Oncologia o Hematologia de los hospitales antes mencionados durante un

ano.

4. CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusién
» Pacientes con diagndstico de leucemia mieloide aguda.

» Pacientes que alcanzaron la remision después del esquema de induccion.

Criterios de no inclusiéon
> Muestras con viabilidad celular menor al 90%.

» Muestras de pacientes con hemolisis, cantidad insuficiente o presencia de

coagulo.

Criterios de Exclusién
» Pacientes que ya no desearon participar en el protocolo.

» Pacientes que se ausentaron durante el seguimiento.
» Pacientes a los que se les suspendid el esquema de tratamiento, abandonaron

el tratamiento de quimioterapia o presentaron complicaciones.
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» Pacientes que no expresaron gen de fusion de interés.
8. PROCEDIMIENTOS

Los médicos hematologos y oncélogos pediatras encargados de las clinicas en donde
se traten pacientes con diagndstico de leucemia mieloide aguda (LMA), analizaron
clinicamente a los pacientes que ingresaron al hospital y en colaboracion con los
investigadores participantes en el proyecto, evaluaron y seleccionaron a los pacientes.
Asimismo, los médicos y yo misma pregunté a los pacientes si deseaban participar
libremente en el protocolo, bajo su consideracion firmaron la hoja de consentimiento

(Anexo IlI) el paciente o su familiar.

a) Clasificacion de pacientes.

La leucemia mieloide aguda se clasifica en 8 variedades de MO a M7.

b) Diagndstico de la Leucemia Mieloide Aguda.
Se realizé determinando: a) la valoracion morfolégica empleando frotis de sangre y

meédula dsea.

c) Valoracion Morfoldgica.
El diagndstico morfolégico se realizé con base a los criterios establecidos por el grupo
Franco-Americano-Britanico (FAB). Los frotis de médula 6sea y sangre periférica se
tineron con colorante de Wright y se realizé la cuenta diferencial en 200 células al

microscopio optico.

d) Cuenta de células y evaluacion de la viabilidad
Se diluyeron 5 pL de células purificadas con 195 pL del colorante azul de tripano 0.04%
(dilucion 1:40) y se realiz6 en camara de Neubauer con microscopio de luz. El
promedio de las células contadas en los cuatro cuadrantes para globulos blancos se
multiplicé por 10 (volumen de la camara), luego por 40 (factor de dilucién), este

resultado representd el niumero de leucocitos en 1 pyL. Para determinar la viabilidad
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celular, se realiz6 a partir del porcentaje de células vivas y muertas, el cual debe ser

>90% (viables) para seguir con el proceso de extraccion de RNA.
e) Extraccion del RNA total.

De los glébulos blancos purificados, se transfirié el volumen correspondiente a 10
millones de células a un tubo Eppendorf nuevo, se centrifugé a 2500 rpm durante 5 min
a 4°C. Se desecho el sobrenadante, se adicion6 1 mL del reactivo TriPure Isolation
Reagent®, se resuspendio el botdn celular con la ayuda de una micro pipeta y luego
con una jeringa de insulina. Se dej6é incubando 5 min a temperatura ambiente y se
guardo a -20 °C.

Siguiendo el protocolo, se descongeld la muestra en hielo, se agregaron 200 uL de
cloroformo y se agité vigorosamente durante 1 min, se dejé en reposo durante 5 min,
se centrifugd a 12500 rpm durante 15 min a 4°C.

Se separo la fase acuosa y se transfirié a un tubo Eppendorf nuevo, se adicionaron 500
ML 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 acidos nucleicos.

Luego se centrifugd con las mismas condiciones mencionadas en el parrafo anterior.
Se desechd el sobrenadante, se agregdé 1 mL de etanol 75% (grado biologia
molecular), se volvié a centrifugar 7500 rpm durante 5 min a 4°C. Se desechd el
sobrenadante y se dejé secar por completo para posteriormente resuspender el
precipitado (contiene el RNA) con 20 uL de agua libre de RNasa (RNase-free water
QUIAGEN®). Se separ6 una alicuota para su cuantificacion y analisis de integridad y el

resto se congelo a -70°C hasta su uso

f)  Cuantificacion y determinacion de la pureza del RNA
El RNA se cuantifico en espectrofotdmetro 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 uyg 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 evalud por la relacion entre las concentraciones de RNA-Proteina
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donde éstas deben estar entre 1.7 a 2.0.

g) Verificacion de la integridad del RNA
Se mezcléo aproximadamente 1ug de RNA con el colorante CYAN/Orange y agua
inyectable en proporcion (2;1;6) y se colocaron en los pozos del gel de agarosa al 1.0%
Se dejaron correr a 84V durante 45 min. Luego, se tifi6 el gel con bromuro de Etidio al
0.01% durante 15 min y se visualizdé en camara de UV. La presencia de 3 bandas bien
delimitadas que corresponde a las bandas 28S, 18S y 5S, ademas, de una relacion 2:1

de las intensidades de las bandas 28S y 18S, indicaron un RNA de buena integridad.

h) Sintesis de cDNA.
Se purifican los leucocitos de médula 6sea o sangre periférica y se aislo el RNA
empleando el reactivo de Tripure Isolation Reagent® (Roche). Se mezclaron 2 ug de
RNA total con 1 yL de hexameros al azar (0.4 ug/uL) y se llevaron a un volumen final
de 10 pL en un tubo con agua inyectable (A) y se incubaron a 65°C durante 10 minutos.
Se prepard una mezcla madre en otro tubo (B) con buffer coral load 10X 2.1uL (15mM
MgClz2), MgCI2 4.1uL (25 mM), Inhibidor RNAsas 1.1uL, dNTPS 2.1uL (10mM), Enzima
RT 1.1 yL. Se mezclaron los tubos A y B, dando un total de 20 yL, se incubd 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 guardo a -20 °C hasta su uso. (Tabla I)

i) Reaccién de la cadena de la polimerasa (PCR).
Se realizé la PCR con los oligos especificos para los rearreglos RUNX1/RUNX1T1,
PML/RARA, CBFB/MYH11 aplicando las condiciones de amplificacién y temperaturas
de fusion especificas para cada rearreglo. Que son las siguientes: Se prepardé una
mezcla con los reactivos 2 yL amortiguador 10X Coral Cyan/orange (15mM MgCl2), 0.4
ML ANTPs (10mM), 0.8 uL MgClz (25 mM) 1uL de cada oligonucleétido (10 uM), 0.1 yL
Taq polimerasa (5 U/uL), 2 pyL cDNA y H20 cuanto baste para 20 uL. (Tabla II)
Posteriormente se someti® a las siguientes condiciones de reaccion en el
termociclador: un ciclo de desnaturalizacion inicial (95°C durante 3 min), seguido de 35
ciclos de desnaturalizacion (94°C durante 30 seg), alineacion (65°C durante 60 seg) y
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extension (72°C durante 60 seg). El producto de PCR se sometié a corrimiento
electroforético en gel de agarosa al 1% durante 45 minutos a 97 volts y se tifié con
Bromuro de Etidio al 0.01%. La presencia de una banda de peso molecular esperado

segun el rearreglo molecular, indico resultado positivo. (Tabla Il)

PCR anidada

se prepard una mezcla con los reactivos: 2 yL amortiguador 10X Coral (15mM MgClz2),
0.4 pL dNTPs (10mM), 0.8 pL MgCl2 (25 mM) 1uL de cada oligonucleétido (10 uM), 0.1
ML Taq polimerasa (5 U/uL), 1 uL producto PCR y H20 cuanto baste para 20 pL.
Posteriormente se someti6 a las siguientes condiciones de reaccion en el
termociclador: un ciclo de desnaturalizacion inicial (95°C durante 3 min), seguido de 25
ciclos de desnaturalizacion (94°C durante 30 seg), alineacion (65°C durante 60 seg) y
extension (72°C durante 60 seg). El producto se sometié a corrimiento electroforético
en gel de agarosa al 1% durante 45 minutos a 97 volts y se tiid con Bromuro de Etidio
al 0.01%. La presencia de una banda de peso molecular esperado segun el rearreglo

molecular, indico resultado positivo.

Tabla |. Reactivos para la sintesis de cDNA

Hexadmerosalazar |  50uM uM 25pM uM p

Buffer 10 X 1X 2 uL
MgCl, 25 Mm 5 Mm 4 uL
Inhibidor de RNAsas 20 U/uL 1 U/uL 1L
DNTPs 2.5 Mm 1 Mm 8 uL

RNA Variable 2 ug Variable
Enzima MuLV Reverse 50 U/uL 2.5 U/uL 1L

H,O cbp 20 pL
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J) Cuantificacion de la enfermedad minima residual (EMR).
Se determiné al término de induccion a la remision, al término de la consolidacion y/o
mantenimiento. Se realizé en las células obtenidas de 10 mL de médula 6sea
heparinizada y/o sangre periférica mediante reaccidén en cadena de la polimerasa con
transcripcion inversa (RT-PCR). Donde con los amplificados obtenidos se determiné la

expresion del gen de fusion para posterior semicuantificacion.

k) Semicuantificacion

Los pacientes que presentaron alguno de los rearreglos moleculares al diagnostico, o
seguimiento se continuaron evaluando mediante esta técnica.

Primeramente para determinar la sensibilidad y cantidad de ciclos de la fase logaritmica
de la PCR, se realiz6 una curva con las lineas celulares K562 y Jurkat en la que se
mezclaron dando un total de 3 millones de células: Tubo 1: 3 millones de K562 y 0 de
Jurkat, Tubo 2: 300 mil K562 y 2.7 millones de Jurkat, Tubo 3: 30 mil K&662 y 2 millones
970 mil de Jurkat, Tubo 4: 3 mil K562 y 2 millones 997 mil de Jurkat, Tubo 5: 0 de K562
y 3 millones de Jurkat. Luego se realizé el proceso de extraccion de RNA, PCR'Y PCR
anidada mencionadas en los parrafos anteriores. Asi se establecid las condiciones
optimas para nuestras muestras problema y gen control ABL siendo estos 25 ciclos y
30 respectivamente. Para la realizacion de la semicuantificacion se utilizé el programa
software Quantity one. (BIORAD) version 3.6.9 donde se analizd la expresion del gen
control ABL de cada uno de los pacientes de las muestras obtenidas y se analizé
paralelamente la expresion del gen de fusidn para cada caso en particular mediante el
analisis de bandas. La aplicacion del software Band Analysis (Quantity one) identifica
en forma automatica las bandas de cada carril de corrimiento, luego determina la

intensidad de la banda en valores arbitrarios.
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Tabla Il. Reactivos para la PCR de los genes de fusion.

Reactivos Concentracion inicial | Concentracion Final | Volumen

PCR Buffer 10X (15 mM de MgCly) 2 uL
MgCl, 25Mm 1.6 mM 0.8 uL
Oligonucleétido Directo 10 upM 0.5 uM 1L
Oligonucleétido Reverso 10 uM 0.5 uM 1L
DNTPs 10 Mm 0.2 mM 0.4 pL
Taq DNA polimerasa 5U/uL 0.025U/puL 0.1 pL
cDNA Variable 2 L
H.O - Cbp 20 pL

En un tubo se ensayaron los oligonucleétidos PML-A1 con RARA-B y en otro los oligonucle6tidos PML-
A2 con RARA-B para la busqueda del gen de fusion PML-RARA. Para el gen de fusion CBFB-MYH11 se
emplearon los oligonucledtidos CBFB-A con MYH11-B1 y CBFB-A con MYH11-B2. Para el gen de fusién
RUNX1/RUNX1T1 se emplearon los oligonucleétidos AML1-A 'y ETO-B en reacciones separadas.

Tabla lll. Oligonucledtidos para el analisis de los genes de fusion PML/RARA,
RUNX1/RUNX1T1y CBFB/MYH11.

NOMBRE DEL OLIGO POSICION 5" (TAMANO) SECUENCIA (5-3")
CAMLLA . 88aR1) CTACCGCAGCCATGAAGAACC
ETO-B 495(21) AGAGGAAGGCCCATTGCTGAA
AML1-C 920(22) ATGACCTCAGGTTTGTCGGTCG
ETO-D 396(22) TGAACTGGTTCTTGGAGCTCCT
PML-A1 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
CBFB-A 253(22) GCAGGCAAGGTATATTTGAAGG
MYH11-B1 1316(20) TGAAGCAACTCCTGGGTGTC
MYH11-B2 2116(22) TCCTCTTCTCCTCATTCTCGTC
CBFB-C 345(20) GGGCTGTCTGGAGTTTGATG
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MYH11-D1 1225(20) TCCCTGTGACGCTCTCAACT
MYH11-D2 2061(18) CTTGAGCGCCTGCATGTT

Tabla IV. Tamafio del producto de PCR en pares de bases y combinacion de

oligonucledtidos.

GEN DE FUSION ISOFORMA A-B C-D A1-B A2-B C1-D C2-D A-B1 AB2 C-D1 C-D2

PML/RARA BCR1 -~ 381 (1329 214 (688) - - - -
BCR2 ~ -~ 345 (819) 178 (652 - - - -
BCR3 - - | = 376 ~ 289 - - - -
CBFB/MYH11 A = = - - - - 418 - 271
B - = - - - - 630 - 483
c SR RS - - - - 811 - 664
D SR RS - - ~ 338 (1138) 155  (991)
E = = - - ~ 595 (1345) 362  (1198)
F - = - - - - 322 - 175
G SR RS - - - | 242 (1042) 59  (895)
H SR RS - - ~ 344  (1149) 161  (997)
| - - - - - - - - - -
J S [T - - - ~ 1033 - 886

a: tamano de productos en bcr2 debido a la regiéon de punto de ruptura.

l) Testigos.

Controles Negativos:

Se emplearon 10 ml de SP de sujetos sanos.

Controles positivos:
Se emplearon 10 ml de MO y/o SP de pacientes conocidos con anormalidades
cromosomicas.

m). Analisis Estadistico

La correlacion de las variables se realizé mediante chi-cuadrada y de medidas
repetidas.
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m) Consideraciones éticas

El médico encargado les explicd en que consiste el proyecto y lo que se requirio para el
estudio de la enfermedad minima residual (EMR), para lo cual firmaron la carta de
consentimiento (anexo I,IV y V) en la que estan de acuerdo en participar en el proyecto.
Al paciente se le explico claramente que las muestras requeridas son las que
normalmente se toman para el diagndstico de la enfermedad y para realizar su
vigilancia clinica, sin embargo, se explic6 que para las muestras se aplica un
procedimiento invasivo y que puede provocar moretdn, dolor y/o hinchamiento en la
zona de la puncidén, se comentdé que no se requeriran muestras adicionales a las
captadas en los momentos determinados y que estas no conllevan ningun riesgo al
paciente. Los aspirados de médula dsea lo realizaron los médicos de base adscritos al
servicio, con las medidas necesarias para prevenir cualquier complicacion. Se
cumplieron los aspectos de anonimato, respeto y apego a todos los principios bioéticos
vigentes implementados por los comités de bioética, asi como a la declaracion de

Helsinki.
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Fig.7: Esquema general del trabajo.
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9. RESULTADOS

Pacientes con LMA

Inicialmente se incluyeron 16 pacientes con diagnostico probable de leucemia
mieloblastica aguda, distribuidos en 3 casos (18.75%) con LMA-M2 al diagnéstico, 9
casos (56.25%) de LMA-M3 y 4 (25.0%) de LMA-M4, durante el periodo mayo 2016 a
abril de 2017. A 6 casos se les dio seguimiento molecular durante el tratamiento
(37.5%). (Tabla V).

TABLA V: Informacién general de los pacientes incluidos en el estudio.

TIPO DE CODIGO SEXO' TIPO DE MUESTRA INSTITUCION DE MONITOREO

LEUCEMIA PACIENTE PROCEDENCIA

LMA-M3 VCLR M SP, MO IMSS? S|
LMA-M3 PBDS M Spd IMSS ]
PSS F Sp CIVILP ]

ZEDA M MOo® CIVIL NO
BAS M Sp IMSS ]

0occC M Sp IMSS NO

CVl M SP CIVIL NO

VAS F SP CIVIL NO

CLR M SP CIVL NO
ARMM F SP INFANTILS S

MCB F Sp CIVIL NO

ALA M Sp CIVIL NO

BCALE F MO IMSS NO
SOML F Sp CIVL S

cum M SP CIVIL NO

VAS F SP CIVIL NO

a: Hospital General Regional No. 1 del Instituto Mexicano del Seguro Social, b: Hospital General de
Morelia “Dr. Miguel Silva” de la Secretaria de Salud, c: Hospital Infantil de Morelia “Eva Samano de
Lopez Mateos” de la Secretaria de Salud, d: Sangre periférica, e: Medula 6sea, f: sexo M masculino, F
femenino.
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Distribucién por edad

Al agruparse los pacientes de acuerdo a grupos etarios de importancia pronostica se
encontré que el grupo de menores de 18 anos fue de 2 personas (12.5%) y el grupo

mayor de 18 afios fue de 14 personas (87.5%). Teniendo una media de 28.87 afnos.

E 18 ANOS
- MENOR DE 18 ANOS

‘ . rAYOR DE 18 ANOS

Fig. 8: Distribucion por edad.
Distribucién por sexo

De los 16 pacientes 9 de ellos correspondieron a pacientes del sexo masculino
(56.25%) y 7 de ellas a pacientes del sexo femenino (43.75%).

- FEMENINO
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Fig. 9: Distribucién por sexo.

Cuenta de células

El 56.3% de los pacientes presentd cifras absolutas de leucocitos menores a los
parametros normales que es de 5,000 a 10,000/uL. (Tabla VI) Con una media de
35.04x10%/uL. En la cuenta mayor a 50,000/uL en nuestro estudio encontramos el 15%.
Con una media de 181.80x10%/uL. El 56.25% de los pacientes presentaron anemia al
observar cifras menores a los parametros normales para la hemoglobina que es de 12-
16 gr/dL para las mujeres y de 14-18 gr/dL. El 62.5% de los pacientes presentaron
cifras menores a los parametros normales para las plaquetas que es de 250,000 a
400,000/uL con una media de 183.46 x103/uL. Al comparar el promedio de leucocitos al

diagndstico vs consolidacion se observd, una disminucién en la consolidacion (Fig.10)

Tabla VI. Parametros hematologicos de los pacientes con Leucemia Mieloide Aguda.

CODIGO
PACIENTE WBC HB PLT
PBDS/01 1.4 9.9 371,000
PSS/02 3.3 7.7 7,000
VAS/03 14.0 * *
BCA/04 168 * *
BAS/05 2.5 14.9 215,000
VCLR/06 21 * *
PSS/07 4.1 7.9 562,000
PBDS/08 9.6 9.8 275,000
ARMM/09 15.6 8.8 98,000
33.2 8.7 43,000
VCLR/11 25 15.8 5,500
PBDS/13 11.5 12.4 371,000
occ/14 4.0 10.5 254,000
cvi/15 23.0 5.5 27,000
VAS/16 3.5 12.5 340,000
ARMM/18 1.6 10.8 66,000
ALA/19 98.4 6.9 15,000
SOML/20 8.9 13.1 166,000
CLR/21 4.7 9.1 120,000
cuMm/22 279 * *

*Parametro no determinado.
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MONITOREO 1 DIAGNOSTICO

90,000~ 1 CONSOLIDACION
30,000 N

30,000
70,000
50,000
50,000
40,000
30,000 ==
20,000
10,0004

Cuenta de Leucocitos

Diagnostico Consolidacién

Fig. 10. Cuenta de glébulos blancos en los pacientes con LMA. Antes (diagnostico) y después
(consolidacion) del tratamiento, de las muestras empleadas para determinar la enfermedad minima

residual.

Integridad del RNA
De las 23 muestras que se procesaron, solo una fue de mala integridad, una regular y

el resto de buena integridad. (Fig. 11) La de mala integridad, se descarto.

e

— 28S
—— ] 8 S

B

Fig. 11 Integridad del RNA. En la imagen se muestran las bandas 28S y 18S del RNA ribosomal de
pacientes con Leucemia Mieloide Aguda. El carril A corresponde al paciente PBDS vy el carril B al
paciente VCLR. Las muestras se corrieron en gel de agarosa al 1% durante 45minutos a 84 volts y se
tiferon con bromuro de Etidio al 0.01% durante 10 minutos; posteriormente se visualizaron en camara de
uVv.
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Gen control ABL normal

De las 23 muestras analizadas todas fueron positivas al gen ABL, lo que represento el
100% de casos con los que se pudo continuar para la busqueda de los genes de fusion
dependiendo del subtipo de leucemia que presentaron cada uno de los pacientes. (Fig.
12)

412pb

100pb

Fig. 12 Expresion del gen control ABL. Carril 1: paciente VCLR, Carril 2: paciente PSS,
Carril 3: paciente ARMM, Carril 4: paciente OCC. La banda de 412 pb indica la expresion del
gen ABL. PM: Marcador de peso molecular en multiplos de 100 pb. Las muestras se corrieron

como en las condiciones descritas en la figura 11.

Gen de fusion PML-RARA

A los 4 pacientes con LMA-M3 al diagnostico que se les determind el gen PML-RARA,
fueron positivos, es decir representd el 100% de los casos. Las isoformas se
distribuyeron de la siguiente manera bcr1 2 pacientes (50%) y ber3 2 pacientes (50%).
Posteriormente se realiz6 monitoreo en 3 casos (2 pacientes y 1 de seguimiento) en
termino de induccion a la remision para la expresion de gen de fusion PML-RARA
siendo positivos, representando nuevamente 100% de los casos. Las isoformas fueron
bcr1 2 casos (66.6%) y bcr3 1 caso (33.3%). Se monitoreo 3 casos mas (2 de
seguimiento y 1 en consolidaciéon) en esquema de termino de consolidacion para la
expresion de gen de fusidon PML-RARA siendo positivos 2 (66.6%) con isoforma

bcr1(100%) ya que el caso de consolidaciéon fue negativo. De los 4 casos siguientes (2
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de seguimiento y 2 de mantenimiento) en esquema de termino de mantenimiento para
la expresion de gen de fusion PML-RARA, 2 fueron positivos (50%) tratandose de
isoformas bcr1 (50%) y bcr3(50%) ya que los otros 2 casos se negativizaron. (Tabla VII)
Dandonos un total de 14 muestras analizadas para LMA-M3 en diferentes lapsos de
tiempo. Cabe mencionar que todos estos casos de LMA-M3 expresaron el gen ABL
normal, y que estos fueron quienes se incluyeron al estudio, Dichas isoformas se
confirmaron por la presencia de un producto de 381 pb y 376 pb en la PCR (Fig.13),
otra de 214 pb y 284 pb en la PCR anidada para bcr1 y bcr3, respectivamente.

|=r}_,‘(| 2|3 .

400 pb

100 pb

Fig. 13 Expresion del gen de fusion PML/RARA En paciente con LMA-M3. Carril 2 y carril 3
muestras control negativo. carril 4: paciente con LMA-M3 PSS. La banda de 376 pb indica la expresién
de la isoforma bcr3 del gen de fusién PML/RARA. PM: Marcador de peso molecular en multiplos de

100pb. Las muestras se corrieron como en las condiciones descritas en la figura 11.
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TABLA VII: Seguimiento molecular de los pacientes mediante la expresién del gen de

fusion.

PACIENTE DIAGNOSTICO ISOFORMA DEL GEN DE INDUCCIC')I\! ALA CONSOLIDACION  MANTENIMIENTO ESTADO
DE FUSION NOVO REMISION ACTUAL

LMA-M3 BCR1 ND? POS POS POS VIVO

LMA-M3 BCR1 ND POS POS NEG VIVO

LMA-M3 BCR3 POSP POS ND ND VIVO
LMA-M3 BCR1 POS ND ND ND FINADO

LMA-M3 AUSENTE ND ND ND NEG VIVO

LMA-M3 BCR3 ND ND ND POS VIVO

LMA-M3 BCR3 POS ND ND ND VIVO

VAS LMA-M3 AUSENTE ND ND NEG ND VIVO
cum LMA-M3 BCR1 POS ND ND ND FINADO
ARMM LMA-M2 AML1-ETO POS POS ND ND FINADO
McB LMA-M2 AUSENTE NEG ND ND ND FINADO

“ LMA-M2 AML1-ETO POS ND ND ND VIVO
BCALE LMA-M4 AUSENTE NEG ND ND ND FINADO

LMA-M4 ISOFORMA “A”  ND POS NEG ND VIVO

LMA-M4 AUSENTE ND NEG ND ND VIVO

VAS LMA-M4 AUSENTE NEG ND ND ND VIVO

a: ND No se realizd la determinacion del gen de fusién. B: Positivo indica que expresé el gen de fusion,

Negativo indica que no expreso el gen de fusion.

Gen de fusion CBFB-MYH11

De los 4 casos con LMA-M4, sélo un caso (25%) expresé el gen de fusion CBFB-
MYH11, el cual correspondié a la isoforma A (Tabla VII, Figura 14). El caso que expresé
el gen de fusion se encontraba en induccion a la remision cuando se tomé su primera
muestra. Al darle seguimiento, se obtuvo una segunda muestra durante su

consolidacion y el resultado fue negativo al gen de fusion.
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500 pb
100 pb

Fig. 14 Expresion del gen de fusion CBFB/MYH11 en paciente con LMA-M4. Donde se muestra el
tamafo de pares de bases a 25 ciclos para el paciente SOML (Carril 1). La banda de 271 pb indica la
expresion de isoforma A del gen de fusion CBFB-MYH11. Carril 2 muestra negativa. PM: Marcador de
peso molecular en multiplos de 100pb. Las muestras se corrieron como en las condiciones descritas en

la figura 11.

Gen de fusion AML1-ETO también denominado RUNX1-RUNX1T1

Para los 3 casos evaluados de LMA-M2 al diagnéstico, para el gen de fusion RUNX1-
RUNX1T1 solo 2 casos fueron positivos al gen de fusion el cual representd el 66.6%.
Posteriormente se pudo dar seguimiento al termino de induccion a la remisién el cual

continuo expresando el gen de fusion. (Tabla VII, Figura 15).
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500 pb

100 pb

Fig. 15. Expresion del gen de fusion RUNX1/RUNX1T1 en paciente con LMA-M2 donde se muestra
el tamafo de pares de bases a 25 ciclos para el gen de fusion RUNX1/RUNX1T1 para el paciente ARMM
(Carril 1) PM: Marcador de peso molecular en multiplos de 100pb. Las muestras se corrieron como en las

condiciones descritas en la figura 11.
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SEMICUANTIFICACION DE LOS GENES DE FUSION

La semicuantificacion se realiz6 con el programa software Quantity one (BIORAD)
version 4.6.9 donde se analizo la expresion del gen control ABL de cada uno de los
pacientes y la expresion del gen de fusidn mediante cuantificacion de la intensidad de
las bandas. Se realiz6 de la siguiente manera: Se selecciono la banda del gen ABL o la
del gen de fusion, y se marcd, con la herramienta “strech image” se coloco en el centro
de las lineas (Fig. 16). Posteriormente, se generd un ajuste y se elimind el fondo para
que la medicion fuera unicamente de la banda seleccionada de acuerdo con la
sensibilidad deseada, se selecciond detectar bandas y se eliminaron las bandas
inespecificas, luego se selecciond el estandar, en nuestro caso se eligié el marcador de
peso molecular de 1kb y al final se solicitd generar analisis. La expresion del gen de
fusién se calculé tomando en cuenta la intensidad del valor obtenido en la expresion del
gen ABL, considerandolo como el 100% y la intensidad de expresion del gen de fusion

como la parte proporcional.

Fig. 16. Mediciones mediante software Quantity one (BIORAD). Se observa en el carril 1 el marcador
de peso molecular 1kb utilizado como estandar con los valores determinados para cada banda. Carriles
1-9 expresion del gen ABL a 25 ciclos en gel de poliacrilamida con los valores determinados para cada

banda.

Patricia Alejandra Ceja Silva | 36



Determinacion de Enfermedad Minima Residual en pacientes con leucemia 2017
mieloide aguda (LMA) mediante genes de fusién.

TABLA VIII: Semicuantificacion del gen de fusion PML/RARA.

GEN GEN GEN 1ER 2DA 3ERA
CONTROL CONTROL CONTROL MEDICION MEDICION  MEDICION PROMEDIO PROMEDIO PROMEDIO
PACIENTE ABL ABL ABL GEN GEN GEN EXPRESION  EXPRESION  EXPRESION
1ER MED 2DA MED 3RA MED PML/RARA PML/RARA PML/RARA #1 #2 #3

PBDS 382.56  335.88  342.01 --- 10.97% | 90.2% | 232.16%
PSS 306.84 30401  ND* --- 65.83% | 95.39%

VCLR 324.71 378.17 32433

- 137.66% | 197.26% | 87.74%

Mediciones de los 3 pacientes con seguimiento de acuerdo a la expresion que presentaron los genes de

fusion para PML/RARA y los genes control ABL en geles de poliacrilamida, asi como el promedio en

cada uno de ellos. *ND: No determinado.

250

200

150

100

50

UNIDADES ARBITRARIAS (%)

1ER MEDICION 2DA MEDICION 3RA MEDICION

«=@=PBDS ==@==PSS VCLR

Fig. 17 Nivel de expresion PML/RARA en el seguimiento molecular. De acuerdo con analisis
realizado y esquema de tratamiento. Paciente PBDS (1er medicion termino induccién remision, 2da
medicion termino consolidacion y 3era medicion mantenimiento) Paciente PSS (1er mediciéon al
diagnéstico, 2da medicion termino induccion remisién) Paciente VCLR (1er medicidon termino induccion a

la remisién, 2da medicidon termino consolidacién y 3er medicién mantenimiento.
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Descripcion Pacientes de seguimiento con Leucemia Promielocitica Aguda (LPA)

El paciente PBDS expres6 la isoforma ber1. Su primera muestra presento un descenso
en la carga del gen de fusion de un 89.03% presentando unicamente 10.97% para
PML/RARA. Sin embargo, en el segundo monitoreo 30 dias después presento un
aumento por una recaida presentada de hasta un 79.23% de lo que se encontraba
originalmente, ya que expreso un 90.2%. Para el tercer y ultimo monitoreo 60 dias
después de la administracion de quimioterapia de consolidacion el paciente presento
otro aumento de 141.96%. (tabla VIII)

En el paciente PBDS se generd una recaida por una infeccion por aspergilosis,
neumonia y micosis cutanea por lo que se encontraba inmunosuprimido para la
administracion quimioterapéutica necesaria, por lo que permanecié 15 dias en terapia
intensiva, al analisis de su muestra correspondiente se observo claramente la
tendencia en aumento a la expresiéon del gen de fusion PML/RARA, pasados estos 15
dias se administré quimioterapia y se dejo aproximadamente 60 dias para el siguiente
monitoreo el cual nos demostrd que este nunca se negativizd y que el paciente
presentd un aumento en la expresion, lo que se puede deducir como un fallo en el

esquema administrado para este caso.

El paciente PSS expreso isoforma bcer3. Al diagnostico presenté una expresion del gen
de fusién PML/RARA de 65.83%, sin embargo, a los 70 dias posteriores del tratamiento
de induccidn a la remisién presento un aumento de 24.37% ya que expreso un 95.39%.
(Tabla VIII)

En el paciente PSS solo se lograron 2 monitoreos, esto por la ausencia del farmaco en
el hospital en cuestiéon y por las dificultades personales para continuar con el
tratamiento, por lo que la segunda medicion presentd un aumento en la expresion del

gen PML/RARA aunque fue en una proporcion pequena, con esta tendencia se podria
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deducir que si existiera una tercera medicidn probablemente la expresién también se

encontraria en aumento como el caso anterior.

El paciente VCLR expresé isoforma bcr1. Se encontraba en remision sin embargo se
observo una expresion del gen de fusibn PML/RARA de 37.66% mayor a la que se
esperaba encontrandose ya en este ciclo quimio terapéutico. Se le realizo una segunda
medicién control 35 dias después del tratamiento de consolidacion y demostré un
aumento nuevamente de 59.6% por lo que fue candidato para trasplante
hematopoyético, se analiz6 nuevamente después de este procedimiento presentando
un descenso en la expresion de hasta un 109.52% del gen de fusion PML/RARA.
(Tabla VIII)

Cabe mencionar que el paciente VCLR no contaba con estudios moleculares previos,
por lo que su mejoria era basada o establecida mediante biometria hematica completa.
Por lo que dado a los resultados obtenidos en nuestro estudio su médico tratante lo
propuso como candidato para trasplante de precursores hematopoyéticos, 3 meses
después de analizé tanto medula 6sea como sangre periférica y se observé una
disminucién en el gen de fusion PML/RARA muy representativa y favorable para la

evolucion del paciente.
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TABLA IX: Semicuantificacion del gen de fusion RUNX1/RUNX1T.1

PACIENTE GEN GEN 1ER MEDICION 2DA MEDICION PROMEDIO PROMEDIO
CONTROL CONTROL GEN GEN EXPRESION EXPRESION
ABL ABL RUNX1/RUNX1T1 RUNX1/RUNX1T1 #1 #2
1RA MED 2DA MED
ARMM 323.01 345.01 459.81 445.85 142.35% 129.23%
ALA 448.01 ND* 371.72 ND 82.97% ND

Mediciones de acuerdo a la expresidn que presentaron los genes de fusion para RUNX1/RUNX1T1 y los
genes control ABL en geles de poliacrilamida, asi como el promedio respectivo a cada uno de ellos. *ND:

No determinado.

Descripcion Pacientes de seguimiento con Leucemia Mieloblastica Aguda (M2)

El paciente ARMM al diagndstico presentd un aumento en la expresion de 42.35% en el
gen de fusion RUNX1/RUNX1T1. Posteriormente en la segunda medicién a los 60 dias
posteriores presentd un descenso de 13.12% en la expresion del gen de fusién
RUNX1/RUNX1T1. (Tabla 1X)

El paciente ARMM solo se lograron 2 monitoreos, al diagnostico presento
hepatomegalia y posterior al primer esquema de quimioterapia, aunque la expresion de
disminuyo de RUNX1/RUNX1T1 desarrollo otra patologia para la cual necesitd
radioterapia. Sin embargo, aun con estos esquemas falleci6 después de 7 meses

debido a las inmunosupresiones.
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Fig. 18 Expresion RUNX1/RUNX1T1 de acuerdo con analisis realizado y esquema de tratamiento.

Paciente ARMM (1er medicién al diagnéstico, 2da medicion termino consolidacion).
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10. DISCUSION

A pesar de los grandes avances en la caracterizacion genético-molecular de la
leucemia mieloide aguda, existen todavia muchas preguntas que esperan respuesta.
Las anormalidades cromosomicas, t(8;21), t(15;17) y inv(16) son reconocidas como
marcadores especificos en leucemias mieloides agudas (LMA) presentando un factor
prondstico favorable. La habilidad para detectar esos rearreglos en pacientes no solo
es importante para el diagnostico, sino que es crucial para la estratificacion del
tratamiento y el manejo clinico de estos pacientes.

La amplificacion de la transcripcion de los genes por RT-PCR es una de las alternativas
viables con sensibilidad y especificidad de alto impacto esto en comparaciéon con los
analisis convencionales de los cromosomas.

El conocimiento sobre la distribucion genética de los subtipos de LMA en México, es
incipiente. Existe informaciéon sobre un aumento en la prevalencia en t(15;17) mas no
t(8;21), inv(16) o alguna de sus variantes.?*

Pudimos determinar de todos los casos con diagndstico de novo a los cuales se les
atribuyd una Leucemia Mieloide Aguda tipo M3 todos los casos fueron positivos para el
rearreglo PML/RARA es decir el 100% de estos lo expreso. (Tabla V) lo cual nos deja
un paradigma en cuales seran los valores estimados en la poblacién mexicana de la
expresion de este gen antes de los tratamientos quimioterapéuticos ya que no existen
registros actualizados, ni reportes que establezcan estas estadisticas. Solamente los
establecidos por Mejia-aranguré y col- donde reportaron un aumento del 30% en LPA'y
lo asociaron directamente a factores ambientales y socioeconémicos de la poblacion
estudiada.

En el presente estudio, encontramos que el gen de fusion CBFB-MYH11 represento el
25% de los casos de LMA-M4 obtenidos de estas instituciones. Y de un 6.6% de la
poblacion completa en este estudio. Este tipo de leucemia se encuentra entre los
principales subtipos citogenéticos de LMA siendo reportado hasta en un 30-40% en
casos con anormalidades citogenéticas de LMA-M42% y de un 5-10% en la poblacién

general. Lo cual nos permite deducir que los porcentajes obtenidos pueden ser por la
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cantidad tan pequefa que se obtuvo de este tipo de muestras ya que se expreso un
porcentaje menor al esperado. La proporcion del gen de fusion PML/RARA en nuestro
estudio fue de un 76.9%, en concordancia a lo reportado por Brockman y col, que
reportaron tasas que oscilaron entre 70-90%. Ya que la alteracion es permanente en
varios casos que presentaron resistencia en este gen de fusion aun con el tratamiento
quimioterapéutico. En cuanto a la proporcion del gen de fusion RUNX1/RUNX1T1 en
nuestro estudio fue de un 13.3% esto se justifica debido a que solo pudimos obtener 4
muestras presuntivas con este tipo de rearreglo.

En cuanto a los parametros hematologicos se utilizé una prueba de chi cuadrada para
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11. CONCLUSIONES

Debido a la variabilidad genética de la poblacion mexicana, la falta de registros,
ausencia en la mayoria de los casos de estudios moleculares, de seguimientos
adecuados a los pacientes y dado que la alteracion es permanente en varios casos que
presentaron resistencia a alguno de los genes de fusion analizados en este estudio,
aun con la administracidén de tratamiento adicional. Recomendamos generar el analisis
por un lapso de tiempo mayor, esto nos llevaria a un incremento en la captacién de
pacientes para obtener resultados comparativos y concretos, no sin antes destacar la
importancia que se obtuvo al realizar estos analisis en pacientes con este tipo de
patologia ya que se realizaron cambios en los esquemas quimioterapéuticos por parte
de los médicos, obteniendo en algunos casos respuesta favorable, aunque fueran en

una proporcién pequena.
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13. ANEXO |I. Carta de consentimiento informado

UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO ;
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS
“DR. IGNACIO CHAVEZ” ¢

U.M.S.N.H - SSA
Carta de consentimiento para la participacion de proyectos de investigacion cientifica

Morelia, Mich., a de del 20

La presencia alteraciones moleculares y la clasificacion inmunofenotipica, se pueden asociar a
un buen o mal pronodstico, su deteccion oportuna es de suma importancia para aplicar los
esquemas de tratamiento mas adecuados dependiendo del tipo de alteracion y con ello se alcanza
la remision completa.

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacion “DETECCION DE LA
ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL EN PACIENTES CON LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA MEDIANTE
GENES DE FUSION”

Registrado ante el comité local de investigacion con el numero: El objetivo de
este trabajo es determinar la alteracion molecular en pacientes con leucemia mieloide aguda asi
como la enfermedad minima residual y asociarlos al progreso de la enfermedad. En este proyecto
se utiliza material genético que no serd utilizado para otro tipo de estudio, solo para el
establecido en esta investigacion. Se me ha explicado que se utilizardn aproximadamente 10 mL
o su equivalente de médula 6sea y/o sangre periférica los cuales serdn tomados por puncion de la
cresta iliaca o venopuncion, esta se me realizara en el area de la toma de muestras para con ellas
definir mi diagnostico. Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos:
dolor, moreton y / o hinchamiento en el sitio de la toma de médula 6sea ya que este es un
procedimiento invasivo. 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 atencidn que recibo por esta institucion, asi como que dicha participacion no tendra
ningun costo (no pagaré por participacion del estudio).

El investigador principal me ha dado la seguridad de que los datos obtenidos serdn en forma
confidencial. También se ha comprometido a proporcionar la informacidén actualizada que se
obtenga durante el estudio.

Dr. en C Sergio Gutiérrez Castellano Nombre y firma del participante

Nombre del Padre o tutor Nombre y firma de testigo
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ANEXO 11 Formato de recoleccion de datos del paciente

UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS “DR. IGNACIO CHAVEZ”

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADOS D ,g o2
LABORATORIO DE CITOPATOLOGIA MOLECULAR % um l NH :;‘
HOSPITAL MORELIA, MICH. 5 (; &
Servicios de Medicina Interna — Hematologia - Oncologia % m“'“ - p
U.M.S.N.H - SSA
DATOS DE ENVIO DE MUESTRA
Nombre completo Fechade toma de muestra
No. de registro (Hospital}
Edad
Sexo Tipo de muestra
Diagnstico probable
Al Denovo Hospital
B} En tratamiento, dias post-diagnéstico
En caso de B}, definir estadio de tratamiento (dias, semanas o meses}
al Induccidn ala remision
b} Consolidacién
¢} Mantenimiento
d} Vigilancia
Observaciones
Afedulo osea
BH Morfologia o)
Hb Eritra
Fraom
Hto mMielo
VCM ':emm Enfermedad minima
andas K
HCM Seg residual:
EDs
Leus. Bas
Neutr. Linf
Monao
Linf. Flasm
Blastas
Basnf-r Megas
Eps Celular
- Infil
Mono. Clasif. FAR
Blastos
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ANEXO III.

Actividades a realizar por cada uno de los participantes del proyecto:

PATRICIA ALEJANDRA CEJA SILVA: Quimico farmacobiologo. Estudiante de la
maestria. Participara en la revisién de expedientes de cada paciente involucrado en el
proyecto, llenado de hoja de datos, obtencion de muestras biologicas, participara en la
realizacion los analisis citologicos y moleculares, asi como en el analisis de resultados,
la discusion y redaccion de tesis. El presente proyecto constituye su tesis para la
obtencion del grado de Maestria en Ciencias de la Salud.

D. EN C. SERGIO GUTIERREZ CASTELLANOS: Doctor en Ciencias Bioldgicas,
Profesor e Investigador de la Facultad de Ciencias Médicas y Biolégicas “Dr. Ignacio
Chavez” y responsable de la gestion y financiamiento del protocolo de investigacion.
Llevara acabo la supervision y coordinacion del protocolo, asi como de su redaccion;
supervisara y coordinara los analisis citologicos y moleculares, el analisis de los
resultados, la redaccion de la tesis y la publicacion de los resultados. Sera el
responsable ante la UMSNH de que se cumplan los lineamientos de investigacién y
bioética.

M. EN C. ELOY PEREZ RIVERA: Médico especialista en Oncologia Pediatrica.
Participard en la supervision y reclutamiento de pacientes, asi como en la
confirmacion del diagndstico clinico. Llevara acabo la supervision de la redaccion
del proyecto de investigacion, la coordinacion del mismo, el analisis de los
resultados y la supervisién de la redaccion de tesis. Seré el responsable ante el
Hospital Infantil de que se cumplan los lineamientos de investigacion.
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ANEXO IV Documento de consentimiento informado para procedimientos
e intervenciones quirurgicas

UNIVERSIDAD MICHOACANA DEISAN NICOLAS DE HIDALGO
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS 3
“‘DR. IGNACIO CHAVEZ” : %

U.M.S.N.H. — SSA

Por el presente documento declaro haber sido informado (a) respecto de todos los alcances de o los procedimientos
que se efectuaran, de acuerdo con el diagnostico de la enfermedad que padezco.

PACIENTE:
DIAGNOSTICO: y que en esa
condicion requiere que se efectuen alguno de los siguientes procedimientos:

1.-Procedimientos Diagndsticos:
2.-Procedimientos Terapéuticos:
3.-Procedimientos Quirtrgicos:
4.-Intervencion Quiruargica:

Asimismo, he sido informado(a) acerca de los potenciales riesgos, efectos colaterales, complicaciones y ventajas de
estos procedimientos médicos, que tienen por objetivos la prevencion, el tratamiento de la enfermedad o
rehabilitacion, como también las consecuencias de rechazar o interrumpir las indicaciones recibidas. Por lo tanto,
doy mi Consentimiento Informado para que el profesional de salud realice los procedimientos e intervenciones
quirargicas indicadas.

Acepto también la administracion del Anestésico indicado en caso de ser necesario para la realizacion de los
procedimientos y/o intervenciones quirurgicas.

Si en el transcurso o a consecuencia de las mismas se presentan situaciones imprevistas que requieran examenes 0O
procedimientos diferentes o adicionales, acepto y autorizo a los profesionales para realizarlos.

Nombre, Parentesco y Firma del Tutor

Con esta fecha, yo revoco mi consentimiento prestado anteriormente, asumiendo la responsabilidad de esta decision,
y en pleno conocimiento de las consecuencias de que esto se pueda derivar.

Fecha y Firma

El profesional que suscribe, declara haber informado al paciente (o su tutor) el diagnoéstico, los procedimientos
necesarios, el tratamiento indicado y sus eventuales riesgos.

Nombre y Firma
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ANEXO V Documento de asentimiento informado para
Nifios menores de 0 a 18 afios

UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS
“DR. IGNACIO CHAVEZ”

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADOS 2
LABORATORIO DE CITOPATOLOGIA MOLECULAR g U IVIS NH -§
HOSPITAL MORELIA, 1’0 ‘,"7‘,
MICH. %% ‘ &L
Servicios de Medicina Interna — Hematologia - Oncologia “Eseudios

UM.S.N.H. - SSA

TITULO: “DETECCION DE ENF ERMEDAD MINIMA RESIDUAL EN PACIENTES CON LEUCEMIA MIELOIDE
AGUDA A PARTIR DE GENES DE FUSION”.

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Patricia Alejandra Ceja Silva. TELEFONO: 4433723457
CORREO ELECTRONICO: alejandraceja_silva@outlook.com
SITIO: Hospital Infantil de Morelia “Eva Samano de Lopez Mateos”

Mi nombre es Patricia Alejandra Ceja Silva y trabajo en el laboratorio de Citopatologia Celular en la Divisién de
Estudios de Posgrado de la Maestria en Ciencias de la Salud de la Facultad de Ciencias Médicas y Biologicas “Dr.
Ignacio Chavez”, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

Estoy realizando una investigacion para saber mas acerca de tu enfermedad que se llama Leucemia Mieloide Aguda
y para ello quiero pedirte que me ayudes. Si tus padres y tU estan de acuerdo con que participes en esta
investigacién, tendréas que hacer lo siguiente:

Aspiracién de la médula 6sea y biopsia

/\,\/ l té/\

No sé si participar te ayudara con tu enfermedad, espero que si pero la verdad es que no se en este momento.

De todas maneras, puede que ayude a otros chicos con Leucemia Mieloide Aguda (tu enfermedad), en el futuro.

Es posible que tengas alguna molestia por participar: por ejemplo que te cause poquito dolor, que aparezca algun
moretén o hinchazon. También es posible que con un piquete no sea suficiente y que necesitemos un poco mas esto
se realizaria al dia siguiente con mucho cuidado para que no vuelva a pasar.

Prometo cuidarte mucho durante el estudio y hacer todo lo posible para que no tengas ningun problema.

Si vas a participar en la investigacion, tus padres o tutor también tienen que aceptarlo.

Pero si no deseas tomar parte en la investigacion no tienes por qué hacerlo, aun cuando tus padres lo hayan
aceptado. Puedes discutir cualquier aspecto de este documento con tus padres o amigos o cualquier otro con el que
te sientas comodo. Puedes decidir participar o no después de haberlo discutido. No tienes que decidirlo
inmediatamente.

Puede que haya algunas palabras que no entiendas o cosas que quieras que te las explique mejor porque estas
interesado o preocupado por ellas. Por favor, puedes pedirme que pare en cualquier momento y me tomaré tiempo
para explicartelo.

Nombre, Paciente Testigo o tutor
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