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CAPITULO |
RESUMEN



Resumen

Introduccion: La leucemia aguda es la neoplasia mas frecuente en la infancia, y
es una causa importante de morbimortalidad secundaria a cancer en la poblacién
menor de 20 afios. Dentro de los factores de riesgos asociados a esta
enfermedad, los factores epigenéticos continan siendo importantes, teniendo un
impacto directo en la sobrevida de dichos pacientes. Por lo cual es necesario
conocerlos para asi poder determinar el riesgo de cada paciente y ofrecer el

mejor tratamiento de acorde a los hallazgos encontrados en cada paciente.

Objetivos: Determinar la frecuencia de alteraciones cromosomicas en los
pacientes pediatricos con diagndstico de leucemia aguda en nuestra institucion;
analizadas mediante un panel molecular a través de retrotranscripcion mediante
PCR que valora las translocaciones mas comunes en padecimientos

hematooncoldgicos.

Métodos: El presente estudio se trata de un estudio observacional, descriptivo,
comparativo, ambispectivo en el cual se analizaron las principales alteraciones
cromosOmicas en pacientes con reciente diagnéstico de leucemia aguda en la
infancia mediante un panel molecular mediante reaccion de cadena de la
polimerasa (PCR). La hipétesis de nuestro estudio es que necesario el empleo
de técnicas mas avanzadas como la RT-PCR para la deteccién de aberraciones

genéticas que no son evaluables por la citogenética convencional (cariotipo).

Resultados: Se analizaron un total de 60 pacientes pediatricos con reciente
diagnostico de leucemia aguda, sin tratamiento previo, en los cuales se realizo
tanto estudio por citogenética convencional (cariotipo) y panel molecular

(mediante PCR) para detectar las alteraciones cromosomicas mas frecuentes en



los pacientes pediatricos con leucemia aguda. De manera general, se encontro
alteracion en el 55% del total de la poblacion estudiada (33), 7 solo con alteracion
en cariotipo, 10 de ellos con alteracion tanto en cariotipo como en el panel

molecular y 16 pacientes detectados solamente mediante panel molecular.

Conclusiones: Con lo analizado en nuestro estudié se concluye que hay que
implementar estrategias diagndsticas para la correcta estratificacion de riesgo de
los pacientes con diagnostico de leucemia aguda, ya que en distintos casos las
alteraciones encontradas nos permiten identificar a los pacientes y poder ofrecer
terapias dirigidas al riesgo de cada enfermedad, asi como distintas terapias con

las que se cuentan en la actualidad.
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CAPITULO I
INTRODUCCION
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Introduccidén

La leucemia aguda constituye la neoplasia mas frecuente en la poblacion
pediatrica y la causa mas frecuente de muerte secundaria a cancer antes de los
20 afos. Esta es el resultado de una trasformacion maligna de los progenitores
hematopoyéticos en la médula ésea que tienen la capacidad de expandirse y
formar un clon de células progenitoras idénticas bloqueadas en un punto de su

diferenciacion.

La leucemia aguda tiene un pico de incidencia méximo entre los dos a los cinco
afios de edad, con un predomino marcado en los varones, esto es mas notorio
en la adolescencia, ciertas enfermedades predisponen a la enfermedad, como
los pacientes con Anemia de Fanconi, sindrome de Li Fraumeni, Trisomia 21,

Sindrome de Bloom

La leucemia en la infancia se divide en dos grupos principales, leucemia
linfoblastica aguda y/o leucemia mieloide aguda, siendo de estas la leucemia
linfoblastica la que comprende la gran mayoria (80%-20% respectivamente).

Con el mejor entendimiento de la enfermedad, el conocimiento de todos los
factores implicados y el avance en las distintas modalidades terapéuticas, se ha
logrado improvisar de una SG menor del 10% a principio de la década de los
sesentas, y las publicaciones mas recientes con SG en los pacientes con LLA

mayores al 90% en paises desarrollados.

En cambio, los pacientes con diagnostico de LMA siguen siendo una causa
importante de mortalidad relacionada a leucemia en la edad pediatrica, siendo
responsable de cerca del 30% del total de los casos. Esto es debido a que tienen
una menor tasa de respuesta a los distintos tratamientos, y mayor nimero de
complicaciones asociadas al mismo. La sobrevida a 3 afios en los estudios mas

recientes realizados en EUA, comprende cerca de 70%. Es necesario tener un
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mejor entendimiento de la enfermedad, asi como implementar nuevas opciones
terapéuticas para el tratamiento de dichos padecimientos y asi lograr mejores

tasas de sobrevida en los pacientes.

La leucemia en la infancia es una enfermedad con diversos factores de riesgo
(edad, sexo, antecedentes familiares, toxinas, factores genéticos), que estos en
conjunto tienen un papel importante tanto en la epidemiologia, la estratificacion
de riesgo y las distintas opciones terapéuticas para el tratamiento de la

enfermedad.

En la génesis de la leucemia se producen un acumulo de alteraciones genéticas
y epigenéticas que llevan a la transformacion maligna de la célula
hematopoyética. Las células leucémicas presentan una alta tasa de proliferacion
y de reordenamientos genéticos; caracteristicas que favorecen la aparicion de
ciertas mutaciones espontdneas y de otras alteraciones citogenéticas que

facilitan la transformacion maligna de los precursores hematopoyéticos.

En estudios recientes, se reporta que se logran identificar alteraciones genéticas
en alrededor del 75% de los pacientes con diagndéstico de leucemia aguda; esto
nos permite desarrollar nuevas teorias en cuanto al conocimiento y desarrollo de

esta enfermedad.

En la actualidad conocer el mapa genético de cada paciente es de los factores
MAas importantes ya que nos permite conocer mejor la génesis de la leucemia, asi
como para poder clasificarla de acuerdo a los hallazgos encontrados por los
distintos meétodos diagnosticos. La determinacion de los reordenamientos
cromosomicos (translocaciones, inserciones e inversiones) en el momento del
diagndstico se considera uno de los factores pronéstico mas importante en los

padecimientos neoplasicos, principalmente de los sindromes leucémicos.
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Los avances de las técnicas y conocimientos de la biologia molecular de los
altimos afios han permitido identificar casi el 100% de las anomalias

citogenéticas de las células leucémicas.

Existen diversos estudios genéticos que se realizan para determinar las
distintas alteraciones en los pacientes con diagndstico de leucemia. El cariotipo
es una de las herramientas fundamentales en los pacientes con este tipo de
enfermedades, nos permite conocer el numero total de cromosomas o
determinadas translocaciones con significancia clinica en el desarrollo de la

leucemia.

Es de suma importancia mencionar que de acuerdo al total de cromosomas
podemos saber si un paciente tendra caracteristicas favorables durante su
enfermedad, siendo que, la hiperdiploidia, confiere un pronéstico favorable a los
pacientes, ya que las células leucémicas hiperdiploides tienen una mayor
predisposicibn a la apoptosis, porque son capaces de acumular mayor
concentracion de metabolitos activos del metotrexato (poliglutamatos) y por ello

son mas sensibles a este farmaco.

Existen ciertas alteraciones cromosomicas, como translocaciones, o deleciones
puntuales que no es posible identificarlas mediante técnicas basicas como el
cariotipo, por lo cual, en paises desarrollados se implementa el uso rutinario de
analisis molecular mediante RT-PCR, la cual tiene una mayor sensibilidad para

la deteccion de estas anomalias genéticas.

Es por lo mencionado anteriormente que, en el presente estudio, se
implementara el uso rutinario de un panel molecular analizado mediante RT-PCR
para valorar algunas de las translocaciones mas frecuentes en la poblacion

pediatrica con diagndéstico de leucemia, sin importar el tipo de esta misma.
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JUSTIFICACION
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Justificacion

Conocer las alteraciones genéticas de los pacientes pediatricos con reciente
diagnéstico de leucemia linfoblastica aguda o de leucemia mieloide aguda, nos
permite categorizar de mejor manera a estos pacientes y asi poder tener una
mejor estratificacién de riesgo para ofrecer la mejor modalidad terapéutica de
acuerdo al riesgo establecido por los distintos factores evaluados en los

pacientes.

El tener un mejor entendimiento de las caracteristicas genéticas de nuestra
poblacién, nos permitird en un futuro poder realizar pruebas para la deteccion
oportuna de las distintas translocaciones asociadas a estos padecimientos y

poder ofrecer un mejor tratamiento.

El analisis de alteraciones cromosémicas mediante PCR se ha realizado durante
muchos afios en paises de primer mundo, pero en paises en vias de desarrollo

como el nuestro es un estudio que no se realiza de manera rutinaria.
La deteccion de alteraciones cromosdmicas mediante técnicas como la PCR nos

permiten conocer de mejor manera alteraciones en nuestros pacientes y asi

poder clasificarlos de una manera mas adecuada.
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Hipodtesis

Hipotesis Alterna

Las alteraciones cromosomicas en pacientes pediatricos con diagndstico de
leucemia aguda, en ocasiones no pueden ser detectadas mediante técnicas
convencionales (cariotipo), por lo cual se realiza un estudio molecular mediante

PCR para la identificacion de estas alteraciones y asi poder identificarlas.

Hipdtesis Nula

Las alteraciones cromosémicas en pacientes pediatricos con diagndstico de
leucemia aguda son detectadas mediante técnicas convencionales (cariotipo),
pudiendo prescindir de técnicas mas avanzadas como el estudio molecular
mediante PCR.
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Objetivos

Primario

-Determinar la frecuencia de alteraciones cromosdmicas en los pacientes
pediatricos con diagnéstico de leucemia aguda en nuestra institucion; analizadas
mediante un panel molecular a través de retrotranscripcion mediante PCR que

valora las translocaciones mas comunes pacientes con leucemia aguda.

Secundario(s)

- Evaluar las alteraciones cromosémicas mas frecuentes en nuestros pacientes.
- Evaluar las respuestas de nuestros pacientes de acuerdo con las alteraciones
encontradas.

- Valorar el riesgo de la enfermedad de acuerdo con los resultados obtenidos en

el estudio.
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Material y métodos

Procedimiento general y reclutamiento

+ Se trata de un estudio observacional, descriptivo, analitico y ambispectivo.

* Se incluyen a pacientes pediatricos del Hospital Universitario “Dr. José
Eleuterio Gonzalez” con reciente diagnostico de leucemia aguda, los
cuales no hayan recibido tratamiento que pueda interferir con su

enfermedad previo a su diagnostico.

* Se realizardn a todos los pacientes en el presente estudio diversos
estudios genéticos para identificar alteraciones numéricas vy
translocaciones determinadas (cariotipo), asi como un panel molecular
mediante PCR para valorar otras alteraciones (deleciones puntuales,
translocaciones, o sobreexpresién genética) que requiere el uso de
técnicas moleculares, dicho panel incluira 14 de las translocaciones mas

frecuentes en la génesis de la leucemia aguda en la infancia (Tabla 2).

Criterios

Inclusién

1. Pacientes de 0 a 15 afios que acepten participar en el estudio, mediante

consentimiento de los padres y asentimiento del mismo.

2. Pacientes pediatricos con diagndstico establecido de leucemia aguda sin

tener aun tratamiento.
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Exclusion vy eliminacién

1. Pacientes que no quieran participar en el estudio.

2. Pacientes con antecedente de leucemia aguda.

3. Paciente que haya iniciado tratamiento previo a la toma de estudios

genéticos.
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Resultados

Caracteristicas demograficas

La tabla 1 muestra las caracteristicas sociodemograficas de la poblacién
estudiada. De una n=60 pacientes pediatricos del Hospital Universitario “Dr. José
Eleuterio Gonzalez” con reciente diagndstico de leucemia aguda sin tener
tratamiento previo, 34 (57%) de ellos eran masculinos y 26 (43%) femeninos. El
diagnostico mas frecuente fue LLA en un total de 54 pacientes (90% de la
poblacién estudiada) vs 6 pacientes con diagnéstico de LMA (10% de la poblacion
estudiada). La media de edad de los pacientes fue de 6.8 afios con un rango de
los 1 a los 15 afios. En cuanto al riesgo al diagndstico, lo méas frecuente fue los
pacientes de riesgo intermedio (41%) seguido de riesgo alto (30%) y en menor
frecuencia los pacientes de riesgo habitual (29%), siendo esto un area de
oportunidad para establecer mejores cribados para la deteccion temprana de
estos pacientes y asi poder referirlos a centros de tratamiento especializados en
esto.

Estudio genético

A toda la poblacién estudiada se le realizdé a su ingreso estudios genéticos,
mediante toma de muestra de médula ésea para la posterior realizacién de
cariotipo y panel molecular mediante RT-PCR, analizando 14 de las
translocaciones mas frecuentes en pacientes pediatricos con diagnostico de
LLA/LMA (Tabla 2).

Resultados

La tabla 3 y la tabla 4 muestran los resultados encontrados mediante cariotipo y

panel molecular en nuestros pacientes, del total de la poblacion analizada, 37
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pacientes no mostraron alteracion en el cariotipo con resultado tanto numérico
como estructural sin alteraciones, pero es importante sefialar que de estos 37
pacientes, 15 de ellos presentaron alguna translocacion detectada mediante la
RT-PCR; esto es importante de mencionar ya que uno de los objetivos de nuestro
estudio, es determinar la importancia para la deteccion de anomalias que no sea

posible detectar mediante técnicas convencionales como el cariotipo.

Asi mismo, se detectaron 8 pacientes con hiperdiploidia (47 a 65 cromosomas
como rango), sabiendo que esto puede conferir buen prondstico a los pacientes
de acuerdo a la cantidad de cromosomas que presente. En estos 8 pacientes 5
presentaron alteracion concomitante en el panel molecular realizado. Ademas,
se encontré hipodiploidia en 4 de nuestros pacientes, siendo este un factor
prondstico adverso, ya que se presenta una menor tasa de respuesta en los

pacientes.

Panel molecular por RT-PCR

Del panel molecular realizado, la translocacion mas frecuentemente encontrada
fue ETV6/RUNX1 (1(12;21) (p13;922)). En 20 de nuestros pacientes (33.3%)
siendo esto comparable con la literatura reportada, siendo esta la translocacion
mas frecuente en los pacientes pediatricos con diagndstico establecido de
leucemia linfoblastica aguda, reportandose en un 30-35% de los pacientes con

dicho diagndstico.

De estos 20 pacientes con translocacion ETV6/RUNX1, 18 de ellos alcanzaron
una EMRE negativa posterior al primer mes de tratamiento, esto concuerda con
lo descrito, que se trata de una translocacion de buen prondstico; los 2 pacientes
gue no lograron una EMRE negativa, presentaban alguna otra translocacién
asociada que les conferia mal pronéstico. Por lo cual, pacientes con alteraciones

de mal prondstico, independientemente si se asocian con caracteristicas

26



favorables, se deben tratar como pacientes de alto riesgo, ya que esto mejorara
su sobrevida global y sobrevida libre de enfermedad.

Riesgo de enfermedad

Existen ciertas caracteristicas del paciente (sexo, edad), clinicas (leucocitos al
diagnéstico, respuesta a la ventana esteroidea), de la enfermedad (variante de
leucemia, enfermedad minima residual al finalizar inducciéon) o genéticas
(hipodiploidia, hiperdiploidia, translocaciones) que confieren el riesgo de la

enfermedad.

Con los resultados obtenidos en nuestro estudio, hubo 5 pacientes (1 riesgo
habitual, 4 de riesgo intermedio) que cambiaron a riesgo alto por las
translocaciones detectadas mediante RT-PCR, que no fueron detectadas

mediante la citogenética convencional.

El poder establecer con todo el conjunto de variables mencionadas de manera
adecuada el riesgo de cada paciente, mejorard la terapia establecida, siendo esta
mMas agresiva a base de quimioterapia, 0 en ciertos casos, requiriendo trasplante

de percusores hematopoyéticos para lograr la remisién en los pacientes.
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CONCLUSIONES Y
DISCUSION
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Discusién

La leucemia aguda continta siendo la neoplasia mas frecuente en la edad
pediatrica, siendo una causa importante de morbimortalidad secundario a
neoplasia en los pacientes menores de 20 afios de edad. Esta enfermedad
tiene una mayor incidencia en paises en vias de desarrollo, en varones de entre
los 2-5 afios de edad. Existen dos variables principales, siendo la LLA mas
frecuente siendo aproximadamente un 85% del total a comparacion del 15% de
las LMA.

Se tienen distintos factores de riesgo para la génesis de la leucemia, siendo las
alteraciones cromosomicas de los factores mas importantes para la génesis de
la enfermedad y teniendo una implicacién directa en el prondstico de la
enfermedad, existiendo alteraciones numéricas, deleciones o ciertas
translocaciones que nos confieren el riesgo de presentar este tipo de

enfermedades.

Con las nuevas modalidades diagndsticas y terapéuticas, se ha logrado mejorar
de manera considerable la SG y SLE de estos pacientes, siendo cercana al
10% a mediados del siglo XX, y, en la actualidad, teniendo SG a 5 afos
cercana al 90% en paises de primer mundo. En paises como el nuestro la SG
es cercana al 50%, y esto nos habla de que hay que implementar nuevas
opciones tanto diagnésticas como terapéuticas para mejorar nuestra sobrevida

global y libre de enfermedad.

De manera global, en distintas publicaciones, se ha encontrado alteracion
genética en cerca del 75% de los casos pediatricos con diagndstico de leucemia
aguda en los cuales no se haya recibido ninguna clase de tratamiento, se deben
realizar distintos estudios, ya que uno solo (generalmente cariotipo) pudiera no

detectar todas las alteraciones implicadas en el desarrollo de la leucemia.
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Los estudios moleculares utilizados de manera rutinaria en paises en vias de
desarrollo como el nuestro, incluyen al cariotipo, y solo en casos especificos, se
procede al uso de técnicas mas avanzadas para la deteccion de estas anomalias

genéticas en los pacientes pediatricos con diagndstico de leucemia aguda.

El cariotipo, aunque nos permite conocer de manera importante ciertas
alteraciones, continda teniendo grandes limitaciones para el conocimiento
adecuado de todo el mapa genético del paciente, por eso, en este estudio, se
procede a realizar un panel molecular mediante RT-PCR para la evaluacion més

completa de nuestros pacientes.

Las aberraciones genéticas juegan un papel establecido en el diagnéstico,
prondstico y seguimiento de la enfermedad minima residual tanto en la LLA como
en la LMA de pacientes pediatricos, ya que se consideran de los marcadores mas

importantes para la estratificacion de riesgo en ambas enfermedades.

En el presente estudio encontramos alteraciéon en el 55% de los pacientes (33),
7 solo con alteracion en cariotipo, 10 de ellos con alteracion tanto en cariotipo
como en el panel molecular y 16 pacientes detectados solamente mediante panel
molecular; es por esto, que es importante la implementacion de mejores técnicas
diagndésticas en nuestros pacientes, ya que si solo se llevara a cabo el estudio
genético mediante cariotipo, alrededor del 25% de los pacientes, no se
encontraria estas alteraciones y no se podria clasificar de manera adecuada el

riesgo de la enfermedad para asi poder ofrecer la mejor terapia en cada paciente.
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Conclusiones

El estudio genético de los pacientes es un factor prondstico muy importante

para patologias hematooncoldgicas como la leucemia aguda.

Con los datos encontrados en el presente estudio, se observa que es
importante la implementacion rutinaria de técnicas de estudio genético mas
sofisticadas (RT-PCR), que el solo uso del cariotipo, deja un porcentaje
importante de pacientes sin el adecuado diagnéstico, esto implicando
significativamente en la sobrevida global de los pacientes de acuerdo a la

clasificacion de riesgo de leucemia de nuestra institucion.

Sin importar de manera directa si un paciente presenta una translocaciéon o
mutacion de buen prondstico, si esta se asocia a cualquier anomalia genética
gue confiera un mal prondstico para la enfermedad, dichos pacientes deben ser

tratados como pacientes de alto riesgo y dar el manejo adecuado en ellos.

Es importante implementar de manera rutinaria el uso de técnicas mas
avanzadas para la deteccion de translocaciones que pueden tener un impacto
directo en la sobrevida de nuestros pacientes en paises como el nuestro,
valorando el costo-beneficio que esto puede darnos, para poder tratar de mejor

manera a los pacientes con diagndstico de leucemia aguda.
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas

Género Masculino 34 (57%)
Femenino 26 (43%)

Diagnostico LLA 54 (90%)
LMA 6(10%)

Edad 0-1 ano 11 meses 4 (6.6%)

2 anos a 9 anos
11 m

38 (63.3%)

Mas de 10 afios 18 (30%)
Leucocitos al diagnéstico 0-4,999 15 (25%)
5,000-19,999 23 (38.3%)
20,000-49,999 7 (11.6%)
50,000-99,999 6 (10%)
Mas de 100,000 9 (15%)

Riesgo al diagndstico Habitual 17 (28.3%)
Intermedio 25 (41.6%)
Alto 18 (30%)

Riesgo posterior a | Habitual 12 (20%)

Citogenética/PCR Intermedio 19 (31.6%)
Alto 29 (48.3%)
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Tabla 2. Translocaciones evaluadas

Panel molecular

ETV6/RUNX1 t(12;21)(p13;q22)
KMT2A/MLLT6 t(11;17)(923;921)
KMT2A/MLLT1 t(11;19)(q23;p13.3)
CBFB/MYH11 inv.(16)(p13;922)
KMT2A/MLLT3 t(9;11)(p22;923)
KMT2A/MLLT4 t(6;11)(927;923)
KMT2A/AFF1 t(4;11)(921;923)
TCF3/HLF t(17;19)(922;p13)
TCF3/PBX1 t(1;19)(923;p13)
PML/RARa t(15;17)(q24;921)
BCR/ABL t(9;22)(q34;911)
F-RUNX1/RUNX1T1 t(8;21)(922;922)
PAXS/ETV6 dic(9;12)(p13;p13)
KMT2A/MLLT10 t(10;11)(p12;923)
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Tabla 3. Resultados Cariotipo y asociacién con panel molecular

Resultado Frecuencia Alteracion detectada en
Panel Molecular

Sin crecimiento 6 (10%) 1 paciente

Cariotipo normal 37 (61.6%) 15 pacientes

Hiperdiploidia 8 (13.3%) 5 pacientes

Hipodiploidia 4 (6.6%) 3 pacientes

Translocacion 5 (8.3%) 2 pacientes

Tabla 4. Resultados RT-PCR
Resultado

Frecuencia (%)

No detectado 29 (48.3%)
RNA-Degradado 5 (8.3%)
ETV6-RUNX1 20 (33.3%)
TCF3/PBX1 2 (3.3%)
TCF3-HLF 1 (1.6%)
KMT2A/AFF1 2 (3.3%)
PML/RARa 1 (1.6%)
BCR/ABL 1 (1.6%)
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Tabla 5. Modificacion de riesgo

Modificacion de riesgo por grupos

Posterior (8dias) Posterior a Citogenética +
administracion de Panel Molecular
esteroide

Habitual 17(32%) 12(20%)

Intermedio 25(43%) 19(31.6%)

Alto 18(25%) 29(48.3%)

Tabla 6. Cambio de riesgo por RT-PCR.

Modificacion de riesgo por panel molecular

R. Habitual a Alto 1(1.6%)
KMT2A/AFF1

R. Intermedio a Alto 4(6.6%)
TCF3-PBX1

TCF3-HLF

BCR-ABL
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