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RESUMEN

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el trastorno oncol6gico mas comun en nifios y
adolescentes, caracterizado por la proliferacion incontrolada de células hematopoyéticas de
estirpe linfoide. Esta condicidon continta siendo un problema de salud importante en México,
ya que el promedio de sobrevida (40-60%) es muy bajo. Lo anterior se debe a diversos
factores, incluyendo la falta de disponibilidad de procedimientos de diagnéstico molecular.
Se ha reportado que los genes de fusion BCR-ABL (cromosoma Filadelfia), ETV6-RUNX1 y
MLL-AF4 se asocian con caracteristicas clinicas que influyen en el pronéstico y tratamiento
de pacientes pediatricos con LLA. El objetivo de este trabajo fue el de estandarizar las técnicas
para la deteccion de estas traslocaciones, asi como realizar un estudio piloto de su frecuencia
en pacientes del Estado de San Luis Potosi. Se obtuvieron muestras de médula ésea de 18
pacientes pediatricos con el diagnostico (morfoldgico e inmunofenotipo) de LLA del Hospital
Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”. De estas muestras se extrajo el RNA total y mediante
PCR se sintetiz6 el cDNA correspondiente. Posteriormente, se estandarizo la deteccion de los
genes de fusion BCR-ABL, ETV6-RUNX1 y MLL-AF4 mediante PCR de punto final. Se utilizaron
como controles, la amplificacion del gen ABL enddgeno, asi como la amplificacion de los tres
controles positivos correspondientes. De esta forma, se corroboro la correcta estandarizacion
de las tres PCRs, Encontramos que el inmunofenotipo de las muestras correspondié a LLA B
comun (n=15), pro-B (n=1) y pre-B (n=2), en tanto que la traslocacién BCR-ABL se detecto6
en 0/8 muestras, la ETV6-RUNXT en 5/12 muestras y la MLL-AF4 en 5/6 muestras. No se
encontrd una asociacion aparente entre la presencia de las mutaciones y las caracteristicas
clinicas de los pacientes, muy probablemente por el bajo nimero de muestras estudiadas.
Los resultados de este estudio indican que se estandarizaron apropiadamente las reacciones
de PCR propuestas y que es necesario estudiar un mayor numero de pacientes para
corroborar su utilidad clinica en nuestro medio.



INTRODUCION

La leucemia es el trastorno oncol6gico mas comun en la infancia, inicia en la médula ésea
(MO) y posteriormente se disemina a sangre periférica. Esta patologia se caracteriza por el
aumento de la produccion de células inmaduras (blastos), pierden la capacidad de
diferenciarse debido a su inestabilidad genética dando lugar a una clona maligna. La
acumulacién de estas células inmaduras provoca fallo medular e infiltracién a 6rganos ©.

La etiologia de esta patologia no es del todo clara, sin embargo, se sabe que ocurren cambios
en el ADN de las células de la MO principalmente por el reordenamiento anémalo en el cual
dos cromosomas no homoélogos, intercambian segmentos entre si formando un gen de
fusion. La mayor prevalencia de LLA, se observa en poblacién hispana y caucasica, asi como
también en poblacién masculina respecto a la femenina (4.

El cuadro clinico de esta patologia se caracteriza por: presencia de palidez, fatiga, fiebre,
sangrado nasal, infecciones que se presentan de manera recurrente o persistente,
inflamacion de ganglios linfaticos y dolor dseo, asi como articular o de columna ™. Para el
diagndstico de la LLA, se toman en cuenta signos, sintomas y estudios de laboratorio los
cuales se enfocan principalmente en identificar alteraciones en la biometria hematica .

Una clave del éxito terapéutico es la correcta identificacion y clasificacion de las
caracteristicas biologicas de la LLA como lo son las alteraciones estructurales de los
cromosomas. Las guias de practica clinica (GPC) en México indican que para un correcto
diagnostico se hace una clasificacion de la leucemia aguda por el sistema MIC, el cual toma
en cuenta la clasificacion morfoldgica por tincién celular, la clasificacion por inmunofenotipo
y la clasificacion citogenética para detectar alteraciones estructurales de los cromosomas 9,

En la LLA pediatrica, los genes de fusion t(12;21) (TEL-AML / ETV6-RUNXT), t(1;19) (E2A-
PBX1/TCF3-PBX1)y 1(9;22) (BCR-ABL) 'y las fusiones que involucran al
gen MLL (principalmente MLL-AF4) t(4;11) son las anomalias genéticas mejor caracterizadas
y de mayor frecuencia '?.

El cromosoma Philadelphia o t(9;22) BCR-ABL fue la primera anormalidad cromosémica,
asociada a una enfermedad maligna especifica en humanos (", La traslocacién del gen BCR
localizado en el cromosoma 22, y el gen ABL localizado en el cromosoma 9, forma un gen de
fusion hibrido llamado BCR-ABL, que codifica para una proteina tirosin quinasa que tiene
funciones en la regulacién del ciclo celular, provocando un trastorno proliferativo. Este gen
de fusion BCR-ABL esta presente en poblacion pediatrica con LLA de 0 a 14 afios alrededor
del 3 al 5% y de 14 a 18 afios en un 25% (",

El mecanismo por el que esta proteina tirosin quinasa provoca un trastorno proliferativo
involucra la union de un ligando a la proteina tirosin quinasa BCR-ABL y su fosforilacion. Estos
residuos de tirosina fosforilados forman sitios de union a otras proteinas como Jak quinasa,
iniciando una cascada de sefializacion que produce un aumento de la proliferacion celular, la
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capacidad de infiltracion de células que afectan a otros tejidos, evasion de la muerte celular
programada e inhibicién de la reparacion del ADN (2,

Gracias a la deteccion molecular del gen de fusion, se pudo identificar que al utilizar un
tratamiento especifico con un inhibidor de tirosin quinasas como el Imatinib; la sobrevida de
los pacientes con LLA hasta 5 afios sin complicaciones aument6 al 70%, cuando antes de
esta terapia, esta traslocacion estaba asociada con una supervivencia muy baja 9.

Por otro lado, se ha reportado, que el gen de fusion ETV6-RUNX1/TEL-AML1 se presenta en
la LLA con una frecuencia del 20 al 25% en edades de 2 a 12 afios, y Su presencia se asocia
a un buen prondstico con un tratamiento especifico (). Gracias al cual en el 90% de los casos
el tratamiento resulta exitoso perdiendo el producto de fusion por completo. Sin embargo,
la recaida se asocia con la aparicion nuevamente de este producto de fusion, por lo que es
util evaluar la presencia de enfermedad minima residual (EMR) en esta traslocacion (1%,

El gen de fusion MLL-AF4 representa aproximadamente el 50 al 85% de las translocaciones
en la LLA, y aunque este gen puede tener variaciones con mas de 80 genes, el gen de fusion
MLL-AF4 representa en su mayoria el 36%. Las leucemias con este gen se caracterizan por
tener un inicio repentino con una progresion agresiva y un prondstico notoriamente precario.
Se ha demostrado que este gen de fusion se presenta con una frecuencia del 49% en nifios
de 0 a 1 afo, y un 44% en nifios y adolescentes entre 1y 18 afios (),

La importancia de este gen de fusion radica en que se asocia a mal pronéstico en nifios
menores de un afio, en especial en menores de 90 dias, teniendo una respuesta deficiente al
tratamiento e incluso al trasplante de células hematopoyéticas (9.

En México la LLA representa el 80% de los diagnosticos de leucemia en menores de 15 afios
con respecto a otras neoplasias. En los ultimos afios el porcentaje de nuevos casos en
pacientes pediatricos de 0 a 14 afios en ambos sexos es del 37.2% y la mortalidad es del
52.8% convirtiéndola en un importante problema de salud publica (12,

En México, la supervivencia de los pacientes pediatricos que padecen LLA es de menos del
60%, en contraste con paises desarrollados donde la supervivencia para esta enfermedad se
encuentra por arriba del 90%. En la mayoria de los casos esto se debe a la falta de acceso a
estudios de inmunofenotipo y citogenética @4,

Se estima que cerca del 85% de los pacientes entre 1 a 18 afios con LLA recién diagnosticada
y contando con regimenes terapéuticos adecuados, sobreviven a 5 afios sin complicaciones
@, Por lo que es de gran importancia el diagnostico oportuno de la LLA para guiar las
decisiones terapéuticas que sean mas adecuadas y asi aumentar la supervivencia de los nifios
con esta patologia.

Es por esto, que el objetivo de este trabajo fue el de estandarizar las técnicas para la deteccion
de estas traslocaciones, asi como realizar un estudio piloto de su frecuencia en pacientes del
Estado de San Luis Potosi.



MATERIALES Y METODOS

Sujetos de estudio.

El presente trabajo de investigacion es de tipo descriptivo y observacional en donde se
incluyeron muestras de médula 6sea de pacientes pediatricos con diagndstico de LLA por
inmunofenotipo del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” de la ciudad de San Luis
Potosi, parte de las muestras derivan de otro protocolo mas grande y aquellas que se
pudieron recolectar durante un periodo de 6 meses a partir de 15 de junio del 2021. Se conto
con la aprobacién de los comités de Investigacion y Etica en Investigacion del mismo hospital
bajo el numero de registro 23-19. Todos los sujetos de estudio tuvieron firmado el
consentimiento informado por sus padres o tutores.

Extraccion de ARN.

La muestra de médula 6sea se recolectd en tubos con EDTA, de los cuales 600 ul de muestra
se utilizaron para lisar los eritrocitos y posteriormente realizar la extraccion del ARN mediante
el método de Nucleozol modificado. EI ARN obtenido se cuantifico con el equipo NanoDrop
Thermo Scientific con mediciones a 260/280 nm tomando un valor igual o mayor a 1.7 como
valores de pureza e integridad aceptable. EI ARN se resguard6 a -80°C hasta su uso.

RT-PCR

Se ajustd el RNA a una concentracion de 2ug de RNA total por 20l de reaccion para realizar
la sintesis de cDNA utilizando el kit comercial applied biosystems (High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. La reaccion de
RT-PCR se realizd en un termociclador applied biosistems by Thermo Fisher Scientific con 1
unidad de Multiscribe Reverse Transcriptase, 50U/uL, 10X RT Buffer, 10X RT Random
Primers, 25X (100mM) desoxinucledtidos trifosfato (ANTP Mix) y 100uL RNase Inhibitor, en
un volumen final de 20yL, afiadiendo 2ug de RNA. Se incubaron a 25°C durante 10 minutos,
37°C por 2 horas y finalmente a 85°C durante 5 minutos.

El cDNA obtenido se cuantifico con el equipo NanoDrop Thermo Scientific con mediciones a
260/280 nm tomando un valor de 1.6-1.8 como valores de pureza e integridad aceptable. El
cDNA se resguardé a -20°C hasta su uso.

PCR del gen housekeeping ABL

La evaluacion del gen constitutivo ABL para comprobacion de una correcta sintesis de cDNA,
se realiz6 por PCR en un termociclador applied biosistems by Thermo Fisher Scientific. En la
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tabla anexo 1 (en la seccidn de anexos), se muestra el juego de oligonucleétidos especificos,
utilizados para la amplificacion del gen constitutivo ABL. Se utilizé 1 U de Tag DNA Polymerase
(invitrogen by Thermo Fisher Scientific), 1X de buffer de enzima, 4 mM de MgCl2, 2 mM de
oligonuclettidos especificos (Tabla 2), 2 mM de dNTPs, en un volumen final de 25uL. El
producto de PCR se separé electroforéticamente en un gel de agarosa al 1%, tefiido con
bromuro de etidio para su analisis.

Este gen se encuentra dentro del genoma de los mamiferos y se toma como el mejor control
para la deteccion de la LLA ya que es un buen gen housekeeping estable, que ha mostrado
una variabilidad minima en la expresion genética. El transcrito, de 280pb se observa en la
Figura 1 A.

Para este estudio se contd con 3 controles positivos para deteccion de estos genes de fusion,
el gen para BCR-ABL p190 que fue proporcionado por otro estudio, TEL-AML1 fue sintetizado
y MLL-AF4 fue clonado en un vector, Figura 1 A. El certificado de analisis se muestra en la
figura 2 y 3 respectivamente.

PCR del gen de fusion BCR-ABL p190 o Cromosoma Philadelphia t (9;22).

La evaluacion del gen de fusion BCR-ABL p190 se realizo por PCR anidada en un
termociclador applied biosistems by Thermo Fisher Scientific, el juego de oligonucleétidos
especificos, utilizados para la amplificacion se detallan en la tabla anexo 2. Se utiliz6 1 U de
Tag DNA Polymerase (Invintrogen by Thermo Fisher Scientific), 1X de buffer de enzima, 5/3
mM de MgCL2, 1 mM de oligonucleétidos especificos, 3/2 mM de dNTPs, en un volumen
final de 25uL. El producto de la PCR se utilizd en una PCR anidada con diferentes
oligonucledtidos a 1 Mm. El producto de la segunda amplificacion de PCR se separo
electroforéticamente en un gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio para su
analisis. El transcrito de 474pb correspondiente al punto de corte e1a2 de p190 se observa
en la figura 1A.

PCR del gen de fusion TEL-AML1 t (12;21).

La evaluacion del gen de fusion TEL-AML1 se realizd por PCR anidada en un termociclador
applied biosistems by Thermo Fisher Scientific, el juego de oligonucleétidos especificos,
utilizados para la amplificacion se detallan en la tabla anexo 3. Se utiliz6 1 U de Taq DNA
Polimerase (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific), 1X de buffer de enzima, 2.5/1.5 mM de
MgCl2, 0.5 mM de oligonucledétidos especificos (Tabla 6), 3/2 mM de dNTPs, en un volumen
final de 25uL. El producto de la PCR se utilizd en una PCR anidada con diferentes
oligonuclettidos. El producto de la segunda amplificacion de PCR se separ6
electroforéticamente en un gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio para su
analisis. El transcrito de un tamarfio de 260pb se muestra en la figura 1 A.
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PCR del gen de fusion MLL-AF4 t (4;11).

Se realiz6 una PCR anidada en un termociclador applied biosistems by Thermo Fisher
Scientific, el juego de oligonucleétidos especificos, utilizados para la amplificacion se detallan
en la tabla anexo 4. Se utiliz6 1 U de Taq DNA Polymerase (Invintrogen by Thermo Fisher
Scientific), 1X de buffer de enzima, 2.5 mM de MgCL2, 0.5 mM de oligonucleotidos
especificos (Tabla 7), 3 mM de dNTPs, en un volumen final de 25pL. El producto de la PCR
se utiliz6 en una PCR anidada con diferentes oligonucleétidos. El producto de la segunda PCR
se separo electroforéticamente en un gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio para
su analisis. El transcrito de tamafio de 200pb se muestra en la figura 1 A.

MATERIAL Y METODOS SUPLEMENTARIOS

Para la evaluacién del gen de fusion MLL-AF4 se conté con un gen control clonado en el
plasmido pUC57, el certificado de andlisis se muestra en la Figura 3. Para lo cual fue
necesario realizar métodos suplementarios como se indica a continuacion.

Digestion con Apal

Se realiz6 la digestion del vector con enzima de restriccion Apal que realiza un corte en
1283pb. Se utilizd una reaccion de Buffer de enzima de restriccion 10X (Promega), BSA
acetilado 10ug/ul, DNA 1pg/ul, en un volumen final de 20ul. El producto de este corte se
utilizé en una PCR anidada como control positivo del gen de fusién MLL-AFA4.

Transformacion en células competentes y Clonacion del plasmido con el gen MLL-AF4

Se utilizaron células transformantes Top 10, las cuales fueron cultivadas en caldo LB (Luria
Bertani) y posteriormente agar LB. La transformacion de células competentes se realizd por
choque térmico con 1yl del plasmido circular MLL-AF4, y 100ul de células competentes Top
10. Se afiadié 900pl de LB caldo y se incub6 a 37°C en agitacion por 16 a 24hrs. Se sembraron
100ul de la transformacion en placa de LB, con asa acodada y se incub6 a 37°C por 16 h. Se
sembré 1 colonia en caldo LB a 37°C en agitacién por 16 h. Se tom6 3ml del medio para
formar un pellet por medio de centrifugacion, se congel6 un pellet con glicerol a -80°C, y el
resto se utilizo para extraccion de DNA plasmidico con el QIAGEN Plasmid Mini Kit segun las
indicaciones del fabricante.
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RESULTADOS

Caracteristicas demograficas de los sujetos de estudio.

Como se muestra en la tabla 1, el total de pacientes con diagnostico de LLA por
inmunofenotipo fue de 18 en edades de 8 meses a 14 afios, de los cuales 2 pacientes
presentaron un diagnostico de LLA pre-B, 1 paciente presentdé LLA-pro-B y 15 pacientes
presentaron diagnostico de LLA B comun. De los pacientes con LLA el sexo que predominé
fue el masculino con 14 pacientes y el femenino con 4.

Deteccion de genes de fusion en la LLA
Gen de fusion BCR-ABL

Para el gen de fusion BCR-ABL o cromosoma Philadelphia que corresponde a la translocacion
t (9;22) (9934.1)(22911.2), se analizaron 8 muestras de pacientes en edades de 11 a 14 afios
(las muestras fueron seleccionadas por frecuencia como se muestra en la tabla 2)
presentando resultado negativo, se amplifico a la par el control positivo para esta
translocacion obteniendo una banda de 474Pb correspondiente a dicho gen de fusion p190
ela2, figura 1 B.

Gen de fusion TEL-AML1

Para este gen de fusion se analizaron 12 muestras, 8 pacientes en edad de 2 a 9 afios, edad
en la que predomina este gen de fusion, y 4 pacientes de 11 a 14 afios ya que esta
translocacion se presenta de manera frecuente en la LLA. (las muestras seleccionadas para
este gen se muestran en la tabla 2). El producto de estas PCRs dio como resultado la
amplificacion de una banda de 210 pb aproximadamente correspondiente a 5 pacientes en
edad de 12, 3, 5, 12 y 2 afios como se observa en la figura 1 C.

Gen de fusion MLL-AF4

La presencia del gen de fusion correspondiente a la translocacion t (4;11) (q21;g23). Se
analizaron 6 muestras de nifios en edad de 8 meses a 14 afios, (las muestras seleccionadas
para este gen se muestran en la tabla 2) de las cuales se detectd6 como positivo este gen en
5 pacientes en edades de 8 meses, 3, 12, 12 y 7 afios respectivamente. La amplificacion del
producto se observa en la figura 1 D.
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DISCUSION

Las translocaciones cromosomicas son las alteraciones genéticas mas comunmente
encontradas en la LLA por lo que la deteccion por medio la evaluacién morfolégica, citometria
de flujo e inmunofenotipo, asi como la deteccidn molecular de este dafio genético es un buen
determinante para el diagndstico, estratificacion del riesgo y tratamiento personalizado.

Las translocaciones que se presentan con mayor frecuencia en la LLA pediatrica son la t
(12;21) [TEL-AML1], t (9;22) [BCR-ABL] y la reorganizacion de MLL .

En este estudio se demuestra que la prevalencia del sexo en los pacientes pediatricos con
diagnostico de LLA fue el masculino, las alteraciones mas comunes presentes fueron la
presencia de anemia, leucopenia y plaquetopenia, lo que indica una alteracion medular
especifica de la LLA. El inmunofenotipo reportado nos indica que el diagnostico predominante
en los pacientes fue el de LLA B-Comun (tabla 1,2,3). Gonzalez A. y Col en el 2021, mostraron
la presencia de LLA B-Comun en el 71.60%, subtipo Pre-B con un 21.60%, mientras que el
subtipo Pro-B se presentd en el 2.37% de los pacientes 9.

Al evaluar la distribucion de frecuencia de los genes de fusion segun el inmunofenotipo de la
leucemia se determind que al menos con los 18 pacientes del estudio no hay una relacion
con el diagnostico por inmunofenotipo de la LLA y la presencia especifica de una
translocacion ya que de los pacientes que resultaron positivos para alguna de las 3
translocaciones solamente 1 tiene diagnostico de LLA pro-B. Lepe J. y Col. En el 2017,
mencionan que en uno de los casos con diagndstico de LLA pro-B, en un menor de 1 afio
presento el reordenamiento del gen MLL, tres casos de LLA B-Comun presentaron el gen de
fusion TEL-AML1 y el diagnostico de LLA Pre-B no presento alteraciones genéticas 9.

Devi G y Col. En el 2022. Mencionan que el gen de fusion TEL-AML1 es uno de los mas
frecuentemente asociado a la LLA en la poblacion pediatrica. Se asocia con buen pronostico,
describiéendose como una anormalidad comun en la LLA de células B al menos en ese estudio
el 13.6% de la poblacién presentd este gen de fusion @9,

Mariela C y colaboradores en el 2015, analizaron muestras de M.O de pacientes
diagnosticados con LLA con una edad media de 10 dias a 16 afios, reportando que el 15.2%
del total de muestras procesadas presentaron el gel de fusion TEL-AML1 22, Este resultado
es menor al detectado en este estudio donde se report6 el 42% de la presencia de este gen
en la poblacion conforme al total de muestras analizadas. De las 5 muestras positivas,
encontramos que 4 muestras correspondian a diagnéstico de LLA B-Comun y 1 con
diagnostico de LLA- pro B.

El inmunofenotipo de estos pacientes positivos para el gen de fusion TEL-AML 1 mostraba la
presencia en comun de CD19, CD45 low, 4 pacientes mantenian diagnéstico de LLA B-comun
y un paciente presentaba diagnostico de LLA-pro B. El hemograma completo revelaba que
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la hemoglobina y el hematocrito en los 5 pacientes es bajo, el conteo de glébulos blancos es
variable y el recuento de plaquetas en todos se encontraba disminuido.

Layton-Tovar C. en el 2015, Menciona que se ha estudiado que los pacientes suelen tener
una tasa de curacion baja si las células leucémicas presentan ciertas caracteristicas
especificas como la presencia del Cromosoma Philadelphia BCR-ABL (t:9;22)(q34.1; q11.2) y
MLL-AF4 (t:4;11)(921;23) ®. En este estudio no fue posible detectar Cromosoma
Philadelphia BCR-ABL, pero una de las causas que nosotros asociamos es a la falta de
pacientes con edades mayores a 14 afios, posiblemente si se aumentara el tamafio de la
muestra analizada y se incluyeran pacientes de mayor edad podriamos tener hallazgo del gen
de fusion BCR-ABL. ya que se encuentra en un 25% en pacientes de 14 a 18 afios,
esclareciendo asi el predominio de la edad por el mismo. Esto es importante ya que, Juarez
G. y Colaboradores en el 2020 exponen que los factores biomoleculares de mal prondstico
son muy frecuentes en las leucemias agudas infantiles, presentando en un 17.2% la presencia
del gen de fusion MLL-AF4 'y en un 20.7% BCR-ABL 7. En nuestro estudio el 83% de la
poblacion (5 pacientes) presentaron el gen de fusion MLL-AF4, y al menos 2 de los pacientes
fallecieron, concordando con los estudios mencionados sobre el mal pronostico que
acompana a esta translocacion.

El inmunofenotipo de estos pacientes positivos para el gen de fusion MLL-AF4 mostraba la
presencia en comun de CD19, CD45 low, 4 pacientes mantenian diagndstico de LLA B-comun
y un paciente presentaba diagnostico de LLA-pro B, 2 pacientes mantenian expresiones
parciales y aberrantes de mieloperoxidasa. El hemograma completo revelaba que la
hemoglobina y el hematocrito en 4 pacientes es bajo, el conteo de glébulos blancos es
variable y el recuento de plaquetas en 3 pacientes se encontraba disminuido.

Zata J. y colaboradores en el 2020, mencionan que el cambio de linaje representa 6 a 9% de
los casos y se observa con mayor frecuencia en pacientes infantiles. Y en su estudio exponen
a un paciente de 9 afios con Diagndstico de LLA- B de Muy Alto Riesgo, que recae con LMA
tras 1 afio 9 meses de recibir tratamiento con Quimioterapia y radioterapia profilactica ?". Por
lo cual seria indispensable continuar con un seguimiento de estos pacientes que presentaron
cambio de linaje ya que se ha visto una expresion de las caracteristicas de esta enfermedad
mas agresivas. Dado que uno de los dos pacientes en este estudio que presentan estas
caracteristicas fallecio.
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CONCLUSION

En este estudio se logro estandarizar, la metodologia para la deteccion molecular de los
genes de fusion BCR-ABL p190, TEL-AML1 y MLL-AF4 en muestras de pacientes
pediatricos diagnosticados con LLA. El 44% de los pacientes, a los que se les probé alguna
translocacion, presentaron algun gen de fusion de los ya mencionados, sin embargo, no sé
encontrd una distribucion relacionada al diagndstico por inmunofenotipo y la presencia
especifica de alguna translocacion, debido a la pequefia cantidad de pacientes que
conformaron el presente estudio.

A pesar de ello, este estudio pone en evidencia que la implementacion de la deteccion de
genes de fusion en la poblacion pediatrica puede mejorar la estratificacion del riesgo y
prondstico, permitiendo una adecuada eleccidn terapéutica que ayude a mejorar la calidad
de vida de los pacientes.
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PIE DE FIGURAS

Figura 1. Electroforesis de PCRs de las translocaciones BCR-ABL p190, ETV6-RUNX1y MLL-
AF4 en muestras pacientes pediatricos diagnosticados con leucemia linfoblastica aguda del
Hospital Central Dr. Ignacio Morones Prieto.

A) Amplificacion de controles positivos de traslocaciones detectadas en este estudio. C1: gen
endogeno ABL (280 pb), C2: BCR-ABL p190 (474 pb), C3: ETV6-RUNX1 (210 pb) y C4: MLL-
AF4 (200 pb), respectivamente B) Amplificacion de la traslocacion BCR-ABL p190. Muestras
de pacientes M1 a M8 resultaron negativas a la presencia de este gen de fusion. C) en el
caso de ETV6-RUNX1. Las muestras M1, M2, M4, M5 y M7 resultaron positivas para esta
traslocacion (71%), mientras que M3 y M6 fueron negativas (29%). D) de manera similar para
MLL-AF4. Las muestras M1 a M5 fueron resultados de pacientes positivos (83%) y M6
corresponde a resultado negativo (17%).

M: marcador de peso molecular. CP: control positivo. Gel de agarosa al 2% tefiido con
bromuro de etidio. Marcador de pares de bases de 100 pb.

Figura 2. Certificado de analisis gen sintético para traslocacion TEL-AML1, utilizado como
control positivo.

Figura 3. Certificado de analisis gen sintético clonado en vector para traslocacion MLL-AF4,
utilizado como control positivo.

19



FIGURAS

500 PD

300 Pb

200 Pb

Figura 1.

Figura 2.

500 Pb
300 PD
200 Pb

300 Pb
200 Pb

300 Pb

200 Pb

e CERTIFICADO DE ANALISIS

Soticitud: COT-2336 1060023
Usuarlo: QFB,
Institucion: Cer
Nombre del T4Brick: TEL-AML1 10: Mr984
Secuencia:
A MR

A X A A oA ‘
Rendimiento final: 2552 PM: 16301488
No. Bases: 264 Tm: 65.800000000000006

94.27 ul de agua para una concentracién de 1x10” copias

Prueba de calidad del T4Brick Imagen del T4Brick:
Tamabo

Especificaciones Resuitado L
0D 260/280; 18

Libre de contaminacién: Pasa

Apariencia clara: Pasa 0]
Libre do particulas Pasa

100|
figurs 1 Contrs

Ls concantracion del T4 Brick es extremadamente alta arcndor s e siadoculer 300 by

(Aproximadamente 1.8855e+10 copias ol resuspender en Cars 3 T4
5044 0 una concentracon de 1x10™ copias al resuspender Carrd ) \TSA 2
en 9427 i

Kara Moniserat
LACP. Karla Montserrat Osono Romero
RECOMENDACIONES DE USO
Para resuspemder s6 recomiend uthzas o de ks squenies biers

- TE Butfer (10 mM Tris HOVY mM EOTA) g 8.0
Agus iere de Nucieasas

Una vez resuspendido s recomendado haces akcuotas par minmizar ks axposicite del Okgo of amtierte do
taboratcrio y & ef ndmero de cickos de congelacion y descongeaciin.

ADN ARTIFICIAL § OE RL DE CV www Hcligo.com
Evaerio Guarrero 9278
Col. Tabachines
Vaguato Gio

20



b“ ANEXO 1
per ) CERTIFICADO DE ANALISIS
T40LIGO

Solicitud: 05_CICSB_PE_23360 Fecha: 23/ENE/2022
Cotizacién: COT-23360-MPGM
Usuario: OFB. Paulina Elisset Llanas Hernandez

Nombre del Gen: MLL-AF4

1D: M7924-2 13700) MeAIT
(I041] Boe?l
Longitud: 837 pb e et —

EER T

Cantidad: ~3.2 ug
Volumen para dilucidgn: 20 pl de H20 dd estéril [libre de nucleasas)

Vector de clonacion: pUCS7?

Método de clonacion: Digestion por enzima Smal

Figura 3.
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TABLAS

Rango de edad Yo total
<1 afio 6 1
2-9 afios 50 9
11-14 afios 44

Total 100 18
Sexo

Femenino 22 4
Masculino 78 14
Inmunofenotipo % total
LLA pre-B 11 2
LLA pro-B 6 1
LLA B comun 83 15

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de pacientes pediatricos diagnosticados con
leucemia linfoblastica aguda del Hospital Central Dr. Ignacio Morones Prieto.

Se puede observar que el 44% de los pacientes se encontro en el rango de edad entre los
10-18 afios. Del total de pacientes, el sexo masculino prevalecié con un 78%. En relacion
con el inmunofenotipo, el 83% presentd un diagnéstico de LLA B comun, seguido de la LLA

pre-B con un 11%.
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Diagnéstice Edad  BCR-ABL p190 ETV6-RUNX1 MLL-AF4

Translocaciones probadas

LLA comun 8 meses - - P
LLA comun 2 afios - P -
LLA pro-B 3 afios - P P
LLA comun 3 afios - N -
LLA comun 4 afios - N -
LLA comun 5 afios - P -
LLA comun  © afios - N -
LLA pre-B 7 afios - - N
LLA comun 7 afios - N P
LLA comun 9 afios - N -
LLA comin 11 afios N N -
LLA comin 12 afios N - P
LLA comin 12 afios N P P
LLA comin 12 afios N P 8
LLA comin 13 afios N - -
LLA comin 14 afios N - -
LLA pre-B 14 afios N N -
LLA comin 14 afios N - 8

Tabla 2. Traslocaciones probadas por citogenética en pacientes pediatricos diagnosticados
con leucemia linfoblastica aguda, del Hospital Central Dr. Ignacio Morones Prieto.

Las translocaciones se seleccionaron en base a la frecuencia y edad de predominio debido a
muestra insuficiente para detectar los 3 genes de fusion en cada una. El simbolo “-“
representa la NO realizacion, “P” significa resultado positivo para la translocacion y “N”
resultado negativo.
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ANEXO0S

9= TGT TGA CTG GCG TGA TGT AGT TGC TTG G -3

dtA2 5-TTC AGC GGC CAG TAG CAT CTG ACT T -3 23 §2.2

Tabla anexo 1. Condiciones de PCR para el gen constitutivo ABL

dthNBE1 2'- GAG CGT GCA GAG TGG AGG GAG AAC A -3

dtABL 5'- GGT ACC AGG AGT GTT TCT CCA GAC TG -3' 26 60.3
dtCA3 9'- TGT TGA CTG GCG TGA TGT AGT TGC TTG G -3 28 62.6
dtB2A 9'- TTC AGA AGC TTC TCC CTG ACAT -3 22 20.8

Tabla anexo 2. Condiciones de PCR anidada para BCR-ABL p190

TEL-A 5'- TGCACCCTCTGATCCTGAAC -3° 64
AML1-B 5'- AACGCCTCGCTCATCTTGE -3° 15 64
TEL-C 5'- AAGCCCATCAACCTCTCTCATC -3° 22 64
AMLL-D 5'- TGGAAGGCGGCGTSAAGT -3 18 64

Tabla anexo 3. Condiciones de PCR anidada para TEL-AML1

MLL {ENF207) 9'- COCAAGTATCCCTGTAAAACAAAAA -3
AF4 (ENR262) 3~ GATGGAGTCCACAGGATCAGAGT -3 23 64.3
MLL (ENF208) 0’ - GAAAGGAAACTTGGATGGOTCA -3 22 60.2

Tabla anexo 4. Condiciones de PCR para MLL-AF4
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Anexos a Leucemia e
Tipo de cancer més comin ‘ La Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) representa el
80% de los diagndsticos en pediatria
3 | WHO. Childhood cancer. 2021 / CeNCIA. Registr de Cincer en Nifos y Adolescentes. 2010/ NCI. Childhood Acule Leuksemia Treatment, 2021 4
[ [
Estimaciones en México... Supervivencia a 5 afios .
Unidos
contra
Cdncer
Nuevos casos en ambos Muertes en ambos sexos, o ) L
sexos, edad 0-14 (2020) edad 0-14 (2020) Vigilancia mundial de la supervivencia al cincer (CONCORD-3) 2000 a 2014
+ Paises desarrollados han logrado avances en el diagndstico, tratamiento y
BNS NHL BNS atencién para LA, con una tasa de supervivencia a 5 afios cercana al 90%
702(13.7%) 456 (8.9%) 244 (16.4%)
Hodgkin lymphoma / NH([ + México, las estimaciones de supervivencia a 5 afios varian entre 40 y 60%
228 (45%) 74 (5%)
Kids Liver
z'-'nce-').(zm a(27%)
Liver ::‘1'1!;%] Una de las causas: es la falta de igualdad en el acceso a estudios para la clasificacion
197(39%) adecuada de la LA
Thyrold Hodgkin lymphoma
154 (3%) 13{087%)
Other cancers Other cancers
1258 (246%) 283(19%)

NCI, Chidhood Acule Leuksemia Trestment, 2021 / Giobocan .Cancer foday 2020. 2021. Observatorio Mundial el Cincer

5

‘Supenvivencia de |a leucemia infobasfica aguda en nifios cublertos por el sequrn popular en México: isis integral Nacional 2005-2017; 2021/ leu wfantil, Instituto Nacional de Salud Pibica; 2021/ 1
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Unidad Médica Acreditada (UMA)

= Componente esencial para el anlisis de informacion para
el Registro de Cancer de Nifios y Adolescentes (RCNA)

= Registros de cancer de la propia entidad federativa
y fuera de la entidad

$San Luis Potosi S.L.P

HOSPITAL CENTRAL DR. IGNACIO MORONES PRIETO e 64
SAN LUIS POTOSI

Regsira e Cincer en Niios y Anolescentes 201/ Secretaa de Salud. Direccén genersl e epldemioio

atencion adecuada en el estado

Distribucidn de casos de LA segin Unidad Médica Acreditada. México, 2019,

Componente importante que da pauta a brindar una

Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)

1. Afecta la estirpe linfoide en sus distintas etapas de

2. Aumento incontrolado de células linfoides inmaduras
maduracion antes de diferenciarse a un linfocito B o T maduro

(blastos)

3. Estas células pierden su capacidad de diferenciacion

é-6

-@ -

(v-2-0-0-

. b Célula madre
nicios en M. sanguinea Célula madre linfoide .
“'"“’;"“ 8 Linfocito B
inmaduro madu
7
Askkan E.col. MSD 1 versén. o oporiuno ce o leucemia agud en pediatia e primer y segunci nivelde slengién. 2017

American

Diagnéstico segiin el ACS !r

Cancer
Society’

[ Diagnéstico oportuno de |a leucemia aguda J

Signos y sintomas

Posibles signos:
Adenomegalia
Hepatomegalia
Esplenomegalia
Sangrados
Etc.

|
|

l r - 1

Clasificacion molecular

En la LLA las alteraciones estructurales
Se identifican

se detectan en +60% de los casos

de los

aass—

Clasificacion por Inmunofentipo:

Clasheacién molocular

Ocurren cuando dos cromosomas

Franco-Anercano Betanca (FAB) | o G () priccicieiy

T

B

B.H. Urgente

)

waa )

no homologos intercambian segmentos entre si

!

Alteran la diferenciacion y proliferacion de células
progenitoras

\,vwm

ACS. Eary dtection, disgnosis and types acuts lymghocyfic ke, 2018

9

ACTUALIZACION DE LA CLASIFICACION DE LA OMS
Clasificacion de |a Organizacion Mundial de la Salud de las
lasias mieloides y la | ia aguda

P

La OMS toma en cuenta la importancia clinica de las alteraciones genéticas, por lo que realizo una clasificacion
de tumores de tejidos hematopoyéticos y linfoides enumerando las siguientes entidades en la LLA

Leucemia / linfoma linfoblastica B con t (9; 22) (q34.1; q11.2); BCR-ABL1
Leucemia / linfoma linfoblastica B con t (v; 11q23.3); KMT2A

Leucemia / linfoma linfoblastica B con t (12; 21) (p13.2; g22.1); ETV6-RUNXT
Leucemia / linfoma linfobléstica B con t (5; 14) (g31.1; 32.3) IL3-IGH
Leucemia / linfoma linfoblastica B con t (1; 19) (q23; p13.3); TCF3-PBXT

Deteccion molecular: Cromosoma Philadelphia

El cromosoma Philadelphia (Ph+) fue la primera anormalidad cromosémica asociada
con una enfermedad maligna especifica en humanos (1960)

Se forma un gen de fusion hibrido (BCR-ABL) que codifica para una proteina
tirosina quinasa que provoca un trastorno proliferativo

Gen BCR 22 Gen ABLY Gen de Fusién BCR-ABL

—T

— H =

v

Proteina BCR

Proteina ABL

v

&

Proteina Tirosina
Quinasa BCR-ABL

Este gen de fusion BCR-ABL esta presente en la poblacion pediatrica de 0 a 14 afios con LLA alrededor del 3 al 5%
y de 14 a 18 afios en un 25%
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Mecanismo de accion de BCR-ABL Supervivencia sin complicaciones a 5 afios de 70 %

Mecanismo de inhibicién del imatinib Supervivencia sin complicaciones a 5 afios de 70 %

« EI dominino quinasa, activa a una proteina sustrato 4
por fosforilacion Effector Gracias a la deteccion molecular Ber-Abl
. EL :uim;?nicnﬁv:r?oﬂ ’\Imgle: ':::l ;:aziadlaa d: "r]ele;g:iac;rilg: Inhibe Ia union del ligando a la proteina tirosina Imatinib gut‘
celular, capacidad de infiltracién a ofros tejidos, quingsa BCREABL swlando la fusforiacn dof mesylate
evasion de la focic T i6n de la " sustrato, impidiendo la proliferacion celular e
del ADN, entre otras induciendo la apoptosis 2
g ¢ Effector-,
)
v
[ 4
ATP
SIGNALING B @
El tratamiento especifico: El tratamiento especifico: P‘P
quimioterapia intensiva y mesilato de imatinib quimioterapia intensiva y mesilato de imatinib
ADP = adenosin-difosfato; ATP = adenosin-trifosfato; P = fosfato ADP = adenosin-difosfato; ATP = adenosin-trifosfato; P = fosfato
: 02:345:683. Scheien and 2213314 1 13
1 [ ]
Deteccion del gen de fusion ETV6-RUNX1 Deteccion del gen de fusion MLL-AF4
Table 1. Demographic data and frequency of genctic abnormalities in 874 BCP-ALL patients Table 1. graphic dat of genctic
Q Coccé M. y cols. 2015 —a = Q Coccé M. y cols. 2015
Analizaron 874 pacientes con Cytogenctic and molecular findings n Frouency,%  Sex, MIF  Median age Cytogenctic and molecular findings n Median age
diagnostico de LLA I pINGRVETVERUNKT i 11; W [ InSme] (A2 GIIE RV ETVERURKT 7 T555mo
1123/ KM12A n 82 Smo 112V KMT2A n 5 mo
t4:11)(q21:g23)/KMT2A-AFFI 2 48 4mo — [4:11)(q21:q23)/KMT2A-AFF, 2
1(11;19)(q23p13.3)/KMT2A-MLLT1 1 14 7 1(11:19)(q23p13.3) KMT2A-MLLTI 12
Q Guerra F. y cols. 2016 1(9:11)(p22:q23)/KMT2A-MLLT3 9 10 Q Sanchez F. y cols. 2023 1(9:11)(p22:g23) KMT2A-MLLT3 9
Analizaron 91 pacientes con LLA 1(10;11)(p12:q23)/KMT2A-MLLT10 3 03 Analizaron 375 pacientes con LLA 179 3
A(111)(p32:q23) KMT2A-EPS15 1 01 1
inv(11)(q13q23VKMT2A-BTBDIS 1 01 J 1
ETV6-RUNXT (7.2%) 1(11:17)(q23:q21 KMT2A-MLLT6 1 o1 1
t(11:22)(q23:913) 1 01 MLL-AF4 en 0.53% (2) 1(11:22)(q23,913) 1
1(0:19)(q23p13.3)/ TCF3-PBX1 53 60 t(119)(q23p13.3)/ TCF3-PBXI 53
1(9:22)(q34:q11.2)/BCR-ABLI % 30 9ysdmo 1(9:22)(q34:q11.2)/BCR-ABLI 2% 9ys4 mo
Datos globales a nivel mundial Datos globales a nivel mundial
Inicio repentino, progresion agresiva y
= Prevalencia de ETV6-RUNX1 es del 7-18% Aol 5 i * Prevalencia de MLL-AF4 es del 1-2% — pronéstico notoriamente precario
i jada a un Buen pronéstico
= Mayor frecuencia en nifios de 2 a 9 afios o Hatamisnto atecusdo = Mayor frecuencia en nifios menores de 1 afio
e ko Fndngs i ke wih Acte Lymhlatc Lskari Exprienc o » e v Argetn. 2115 PCR detecton o reeve rarlcations sl e ﬁr:‘l\;':“; J;?ir«'\’f;r 4::;«- Lymphoblastic Leukemix: Expenence of 3 Single inssiution i Argentina. 2015/

Genes de fusion en la Leucemia Linfoblastica Aguda

ETV6-RUNX1

Frecuencia: 2 a 9 afios 7-18%
Pronostico: favorable

Tratamiento especifico: L-asparaginasa

BCR-ABL p190

Frecuencia: 0 a 14 afios 3-5%, 14 a 18 afios 25%
Pronostico: pobre
Tratamiento especifico: M. imatinib

MLL-AF4

Frecuencia: mayor en menores de 1 afio, 1-2%
Pronostico: pobre y atn peor en menores de 1 afio [
i intensivo con i

American
Cancer
Society’

f

Justificacion

En México, la supervivencia de pacientes pediatricos con LLA es de menos del 60%, en contraste con paises
desarrollados donde la supervivencia de esta enfermedad es arriba del 90%. En la mayoria de los casos se
debe a la falta de acceso a estudios moleculares

La OMS destaca la importancia clinica de las alteraciones genéticas, en su clasificacion de subtipos de LLA con
translocaciones recurrentes se encuentran los genes de fusion ETV6-RUNX1, BCR-ABL p190 y MLL-AF4 para
un abordaje rapido y eficaz del diagnéstico, deteccion de riesgo y tratamiento

Se estima que cerca del 85% de los pacientes entre 1 a 18 afios con LLA recién diagnosticada y con

gil éuti iven a 5 afios sin licaci por lo que es de gran importancia
el diagnéstico oportuno para guiar las decisiones terapéuticas mas adecuadas y aumentar la supervivencia de
los nifios con esta patologia

17
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Hipétesis

Los pacientes pedidtricos con diagnostico de Leucemia Linfobléstica Aguda,
diagnosticados por citometria de flujo, presentaran alguno de los siguientes genes de
fusion; ETVB-RUNXT, BCR-ABL p190 y MLL-AF4, y estardn distribuidos segln su
inmunofenotipo y edad del paciente

Objetivo General

Realizar la deteccion molecular de los genes de fusion BCR-ABL p190, ETVG-RUNX1 y MLL-AF4 en muestras de
pacientes pediatricos diagnosticados con Leucemia Linfoblastica Aguda.

Objetivos Especificos

1.- Determinar las caracteristicas de los pacientes:
a) Demograficas: edad, sexo
b) Alteraciones Hematologicas
¢) Inmunofenotipo

2.- Realizar la deteccion molecular de los genes de fusion:
+ BCR-ABL p190
« ETVE-RUNX1
o MLL-AF4

3.- Evaluar la frecuencia de los genes de fusion segtn el inmunofenotipo de la leucemia.

18| [

19

Disefio del estudio

Estudio piloto

Estudio descriptivo observacional

Seleccion y tipo de muestra:

Aspirado de médula 6sea de pacientes pediatricos diagnosticados con
LLA del Hospital central “Dr. Ignacio Morones Prieto”

Registro en Comité:

[23-19
Fecha de aprobacion:

27 de marzo de 2019 —’

De inclusion
Paci s del HC Dr. Ignacio Morones
Prieto S
De eliminacion
Consentimiento Firmado
informado ® Criteri »
Diagnostico inicial LLA por Muestra no viable
inmunofenotipo
Tipo de muestra Meédula 6sea
20
Juegos de primers ABL
" Mer ontrl
Deteccion molecular del gen control bl op—.
PCR gen constitutivo ABL HG esable
. MixBL X vt Conolnegative
Gen housekeeping ABL e Comotpo "
= = v = e e
i
e
#CA) 5-TTTGACTG GCG TGATGT AGT TGS TTG 6 -3 %7 [Een
a2 - TTG AGG GG CAG THG CAT CTG AGT T3
Condiiones bl imeclader
¥ La estabili

ad de la expresion del gen housekeeping es un requisito para
la normalizacion precisa de la expresion del gen objetivo en una PCR

IR\Y/

2

Estrategia Metodoldgica

Pacientes del Hospital Evaluar parametros de

Central “Dr. Ignacio Muestra Extraccion de RNA calidad de la muestra
Morones Pr‘ietu” Médula 6sea Utilizando Buffer de *Concentracion
Diagnosticados con LLA - Lisis de Eritrocitos Ld *Pureza
por inmunofenotipo ,‘ QIAGEI:I y lecleoZOL Nanobiofotometro Optizen
|
5 | E ! &
~
Reporte de P o PCR's
resultados 4mmm IE\";:SS': es:adls.llzo 4 primers especificos para 4mm Retrotranscripcion
N As'l' istica d_esn‘:rlp va los genes de fusion Hexameros
nalisis mediante “ETVE-RUNXT
GraphPad 9.1.2 *BCR-ABL p190 PCR
‘MLLAFS @@~ @ Gen constitutivo ABL

N
S .

!

1M van

Juegos de primers BCR-ABL p190

Gen de fusion BCR-ABL PCR anidada
a Blanco Secuencia

BCR (22q11) 4INB1 5= BAG CGT G0A GAG TG AGG GAG AAC A -3
atematve 2 34 5 678 910111516 17181920212223
exons

el

WBL 5 GOTAGC AGS AGT GTTTCT CCA GAG T6
s dICA3 5'- TGT TGA CTG GOG TGA TGT AGT TGC TTG G -3"
oo o -
el e 5-TICAGAAGSTTE TOG CTG AGAT &

ABL (9934)
b 1a 2345678 910 1"
a2 a3
—_—— tel-»

. breakpoint region
e 200k

Frecuencia de la isoforma ela2 en LLA pedidtrica >95%

Standarized RT-PCR snafysis of fusion gene ranscrpts from chromsome sberralions i acute eukermia of misimal esidu
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Juegos de primers ETV6-RUNX1

Exones y regiones de punto de ruptura para ETVE Y RUNXT
a

Gen de fusion ETV6-RUNX1 PCR anidada ”‘W(‘Wl

. s

Lactantes escolares
AF4 (aq21)

{5 J[7Te] s Sctom o

Juegos de primers MLL-AF4

tpe MLL(11623)
#1045]

104 ¥ 168 1738

Gen de fusion MLL-AF4 PCR anidada

TELA 5':maccnmvt'clﬁm : retpeintrgen MLL(ENF207) '~ COCAAGTATCCCTGTARAACAAAAA -3'
‘:x: ;mm Lo mj;:_!, AR AF4 (ENR20Z) - GATGGAGICCACAGGATCAGAGT -3
a0 5 TGGAAGGCGGCGTANGS 3 ""”:’" ! (1"112)2 . P = . MLLENFIOS) 5~ GAMGGAMACTIGGATGGCTCA -3
a
L
e — cen—s
breakpoint region
=150 kb
Comparten el Primer reverse que se une al exdn 5 en AF4
100 van Dogen, et sl Starvdarized RT-PCR gn wiysis of fiusion gene transcripts from chromesome sberralions in soute leukemia of minkmal resicisl disese. 1900 2 UM van Dogen, e al. Stangaried RT-PCR anafiysis o fusion gene ranscipts from chromazome aberraions in acule lewbesnia of minkmal resiclal disease. 1939 =
1 [ ]
Controles positivos Transformacion en células competentes y Clonacion del plasmido con el gen MLL-AF4
Se contaron con 3 controles positivos para este estudio r:v
i CERTIFICADO DE ANALISIS
; g°:::°: po?t:vo BCR'% ,‘;;20 OL':.GO = Se cultivaron células Top 10 = Se inoculan placas con bacterias mas antibiotico e incubé
ontrol sintético ETV6 a 37°C por 16 a 24 horas
¥ Control clonado en vector para MLL-AF4 Nombre del Gen: MLLAE -
10: M79B4 2
longitud £17 oo
Cantidadt ~3.2 g

Vector de conacidn; pUCS?
Método de clonaciée: Digestién por ensima Smal =

Se realizo la transformacion de células competentes
por choque térmico con el plasmido circular que
contiene el gen MLL-AF4

= Se realiz un cultivo con una colonia aislada

= Se formd un pellet el cual, una parte fue crio-preservada
a-80° + glicerol y a otra parte se le realizd extraccion de
ADN con el Kit QIAGEN Plasmid Mini

Se affadio medio LB caldo e incubt a 37°C
por 16 a 24hrs

Resultados

28

Resultado. Caracteristicas de los pacientes

Tabla 1. Caracteristicas demogréficas

8 meses -14 afios 18
S s | &
Femenino 22 4
| Mascuiino 78 1w |
Pacientes pediatricos con di: de leucemia aguda del Hospital Central Dr.

Ignacio Morones Prieto, San Luis Potosi. S.L.P:

29



Caracteristicas de los pacientes

) Tabla de diagnéstico por inmunofenotipo

% total
LLA pre-B 11 2
LLA pro-B 6 1
[ LB comin 83 15

Diagnéstico por inmunofenctipo de pacientes pediatricos con diagnéstico de leucemia linfoblastica aguda

del Hospital Central Dr. Ignacio Morones Prieto, San Luis Potosi. S.L.P.

isticas de los pacient:

b) Tabla de alteraciones hematoldgicas

Valor alto Valor de referencia Valor hajo
Hemoglobina - 12-17g/dl (19%) (81%)
Hematocrito - 35-52% (25%) (75%)
Volumen Corpuscular Medio - 80-1001L (87%) | (13%)
Leucocitos (19%) 4.80-10.80 x109/L (12%) (69%) —— 1 Leucopenia
Plaguetas B 150 - 450 x10°/L (25%) (75%) |—

Laboratorios de pacientes pediatricos con diagnéstico de leucemia linfoblastica aguda del Hospital Central | Trombeocitopenia

Dr. Ignacio Morones Prieto, San Luis Potosi. S.L.P.

Alteracion
medular
30 31
]
ABLy controles probados en sujeto sano Resultado. Deteccion molecular de los genes de fusion
ABL "
Gel BCR-ABL p190 Carril 1 Marcador de 100 Pb
Carril 2 Control +
Genes de fusion on 7 a3 Pacinte 11
e ETveRUN MLLAR swor -~ o coene
Carril 4 Paciente 12
s s 200pb) Carril 5 Paciente 13
s 200 ;
Carril 6 Paciente 14
PCR’s anidadas en sujeto sano Caril 7 Paciente 15
En todas las muestras Gl REED D
Carril 9 Paciente 17
Resultado: negativo Carril 10 Paciente 18
No a todos los pacientes se les realizé la deteccion de genes de fusion
Cantidad de muestra
« Frecuencia de la translocacion por edad
« Tiempo de diagnéstico
= Comorbilidades
* Defuncion
Imigenss reprosenlivas 32 Imigenes representativas 33
Resultado. Deteccién molecular de los genes de fusion Resultado. Deteccién molecular de los genes de fusion
Carril 1 Marcador de 100 Pb Gel MLL-AF4 Carrll 1 Marcador de 100 Pb
” el -
Gen ETV6-RUNX1 Carril 2 Paciente 2 Carril 2 Paciente 1
Carril 3 Paciente 3 Carril 3 Paciente 3
Carril 4 Paciente 4 e Carril 4 Paciente 9
Carril 5 Paciente 6 0P Carril 5 Paciente 12
Carril 8 Paciente 13 Carril 6 Paciente 13
Carril 7 Paciente 7 Carril 7 Paciente 8
Carril 8 Paciente 9 Carril 8 Control +
Carril 9 Control +
Resultado: 5 positivos Paciente 5 Resultado: 5 positivos
Paciente 10
Paciente 17
Paciente 6
Paciente 11
35

Imigenes reprasenfalivas

34

30

Imigenes represenafivas



Traslocaciones probadas Discusion

Diagnéstico  Edad  BCR-ABLPI90  ETVG-RUNXI MLL-AFS
" 1 20% de pacientes positivos para 2 genes de

Gonzélez A. y Col. 2021

bad: fusion
u mfm Rl P v ® 14% de defunciones o LLA B-Comun se presentd en 71.60%, subtipo Pre-B en 21.60% y el
i B subtipa Pro-B en 2.37% de los pacientes
pro-f afos -

LLA comin 3 afos N
LLA comiin 4 afios. N
LLAcomin  §ailos - P

N

LLA comdn 6 aos Distribucién de frecuencia de los genes de fusién

O Lhped T - R N segin el inmunofenotipo de la leucemia v En nuestro estud_io, LLA B-Comtin se presento en 83%, subtipo Pre-B
WAcomin 7 afies - N » en 11%y el subtipo Pro-B en 6% de los pacientes
tj :mmu: :':::5 N N Se realizo una prueba de significancia (prueba exacta de Fisher)
O UAcomn 2a0s N . P y no se encontra una relacion entre el inmunofenotipo de la LLA
@ Wiomin 12ai0s N y la presencia especifica de una translocacion
LLA comin 12 afios. N P =
LLA comin 13 afios. N
LLA comin 14 aflos. N < SLLAPIOB « LLA-omin s LLA-prES
UApreB 14 aiios N N
LLA comin 14 afios. N -
4.7 NO realizado, *P" resultado positivo y “N resultado negativo 365 | | Dottt et i gt skl s ko e AL, i, Mt P st A . o E 5
] [
Discusién Discusion
" - . . Edad sexo
DeviGyCol. 2022  ETV6-RUNX1 es una anormalidad comun en la LLA de células B Juitez 6. y Col. 2020 6afios ™
. L 9afios M
. . o . De 154 pacientes con diagndstico de LLA B 7 afios E
De 125 pacientes pediatricos con diagndstico de LLA de células B H: 47%, M: 53% 2
El 13.6% resulto positivo para el gen de fusion ETV6-RUNXT (18 pacientes) ! Haflos M
Edad media en la que se presento: 5 afios i:"f's z
17 F afios
MATF:1 > BORABL 6(207% MLL-AF 5(72%) ETVG-RUNKI  2(69) e (0
5 afios M
Nuestro estudio = BCR-ABL 0cde8  MLL-AF4 5(83%)  ETV6-RUNXT 5 (42%) Jafios  F
En nuestro estudio, de 12 pacientes pediatricos con diagnéstico de LLA de células B negativos M
El 42% resultd positivo para el gen de fusion ETV6-RUNXT (5 pacientes) = positivos M
Edad media en la que se presento: 7 afios 8% M
M:4F: 1 M
Para la deteccion del gen de fusion BCR-ABL, si la poblacion de nuestro estudio estuviera rfn
conformada por pacientes > de 14 afios, probablemente encontrariamos la presencia de
este gen de fusion
Total=12
t;;.:ﬁ::ﬁn;;g;::spre“[tjndu::. \eur)mmn!r‘vt;l:.a;:l:&j;;1;:;1:2;@:;7;m e TELIAWL . incian ) Med Paeciats Oncolimpatzidou M, et al. ETVBRUNX 28 et el N s dre Highy Frequet i Cridhood s From Dasacs Mesico. 39
I
Conclusién Agradecimientos especiales
En este estudio se logro estandarizar, la metodologia para la deteccion molecular de los genes de fusion BCR-ABL p190, . ! .
ETV6-RUNX1 y MLL-AF4 en muestras de pacientes pediatricos diagnosticados con LLA. EI 44% de los pacientes, a los que Hospital Central Dr. Ignacio Morones Prieto
se les probé alguna translocacion, presentaron algtn gen de fusion de los ya mencionados, sin embargo, no fue posible gm.()Luurd;sJCeqha:nrre; anzalez
i o . . 5 .. . y r. Oscar de Jesiis Pérez Ramirez
determinar la relacion entre el por inmur y la presencia de alguna translocacion, debido a la N L o - :
pequefia cantidad de muestra recibida para el presente estudio g:nm'ﬂ:z:;ﬁ;:‘::m:mg::;?s Centro Médico Nacional La RAZA
A pesar de ello, este estudio pone en evidencia que la implementacion de la deteccion de genes de fusion en la poblacion Sinodales o
pedidtrica puede mejorar la estratificacion del riesgo y prondstico, permitiendo una adecuada eleccion terapéutica que ayude Dr. Christian Garcia Sepiilveda
a mejorar la calidad de vida de los pacientes Dra. Sofia Bernal Silva

Dr. Roberto Gonzalez Amaro

Perspectivas a futuro ...

Implementar el diagnéstico molecular para la deteccion de genes de
fusion en pacientes pediatricos con diagndstico de LLA de hospital

de segundo y tercer nivel de atencion en San Luis Potosi, para la
estratificacion del riesgo, tratamiento dirigido y oportuno que aumente
la sobrevida de los mismos

jGracias a mi equipo de trabajo, amigos y
compafieros que me brindaron su apoyo y

conocimientos! v
by
v A v

¢ v
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Se recibieron lineas celulares para utilizarlas como controles positivos del Hospital De Especialidades Médicas
Centro Médico Nacional la RAZA, Ciudad de México, CDMX,

Linea celular REH (ETV6-RUNX1)

Morfologia linfoblastica aisladas del tejido de paciente con LLA + para GF
Q Crecimiento en suspension, medio RPMI-1640 + SBF 10% + 1% penicilina/estreptomicina
Q Incubacion a 37°C con un 5% de CO,

Dia5 Dia9 Dia15

Diat
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