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. RESUMEN

En Guatemala se inici6 recientemente la caracterizacion genética de los pacientes con LMA,
ya que, debido a la variabilidad étnica y al mestizaje de la poblacion del pais, se hace necesario
generar este tipo de informacion, la cual incide sobre el diagndstico, prondstico y seguimiento de cada

paciente, con el proposito de lograr un buen manejo del tratamiento personalizado.

Como parte de esta iniciativa se realiz6 este estudio, cuyo objetivo fue determinar la frecuencia
del aparecimiento del transcrito AML7-ETO por RT-PCR en muestras de médula ésea de 150

pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA) procedentes de diferentes regiones del pais.

La translocacion 1(8;21)(q22;q22) origina el gen quimérico AML1-ETO. Es utilizada como
marcador de pronostico y permite la clasificacion de riesgo, ya que su presencia se asocia a un

prondstico favorable y menores tasas de recaidas en pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA).

Las muestras de médula dsea fueron referidas por los hospitales nacionales al INVEGEM,
donde se les realizd la separacion y almacenamiento de glébulos blancos para su posterior extraccion
de ARN, el cual se realiz6 segun el método de precipitacion con Trizol®. Luego se cuantifico el material
genético extraido a través de espectrofotometria de fluorescencia, posteriormente se realizé la
deteccion del transcrito AML1-ETO y del gen control ABL por medio de RT-PCR; finalmente los

productos fueron visualizados en geles de agarosa tefiidos con GelRed®.

El anélisis de los resultados del estudio mostré que la frecuencia de aparicion del transcrito
AML1-ETO fue de 18.7% 1C95% [12.3, 25.0], lo cual concuerda con estudios internacionales que
reportan frecuencias similares. Asi mismo, el andlisis de la relacién entre la frecuencia del transcrito
del gen quimérico AML1-ETOy las caracteristicas hematoldgicas establecio que existe una diferencia
significativa (p= 0.007) entre los recuentos plaquetarios de los pacientes que presentan el transcrito
AML1-ETO y los que no lo presentan. Este hallazgo es frecuente en este tipo de pacientes y no es
especifico de la poblacién guatemalteca, ya que en condiciones normales el gen AML1 codifica para
la proteina CBFa, que junto a la proteina CBFf forman el complejo CBF (factor de union nuclear) que
es un factor de transcripcion esencial para una adecuada hematopoyesis.



En la poblacién estudiada no se encontré asociacion significativa entre la presencia del
transcrito del gen quimérico AML1-ETO y las caracteristicas demogréficas de los pacientes, sin
embargo, la frecuencia de la enfermedad fue mayor en el sexo femenino y pacientes originarios del
suroccidente del pais. Otro hallazgo interesante fue que el transcrito se detectdé mas frecuentemente

en nifios de 0-17 afos, a diferencia de otras etnias en las que aparece principalmente en edad adulta.

En conclusion, los resultados obtenidos demuestran que la poblacion guatemalteca con LMA
presenta el transcrito AML1-ETO con una frecuencia similar a la reportada en otros paises, aunque
aparece mas frecuentemente en la nifiez, a diferencia de otras etnias. Asi mismo, en concordancia
con estudios realizados internacionalmente, se encontré que la presencia de dicho transcrito no
presenta una asociacion estadisticamente significativa de los conteos leucocitarios ni eritrocitarios y

que esta asociado con trombocitopenia.

Los hallazgos de este estudio demuestran la necesidad de realizar analisis moleculares en la
poblacion leucémica guatemalteca, ya que, conocer de las caracteristicas genéticas especificas del
pais permitirdan al médico tratante orientar el tratamiento y al pronéstico del paciente de forma
personalizada desde el principio, lo cual mejorara considerablemente sus posibilidades de

recuperacion y supervivencia.



IIl. INTRODUCCION

El conocimiento de la patogénesis de las neoplasias hematologicas permite orientar el
prondstico de la enfermedad y |a terapia que debe administrarse. La aplicacidn de técnicas de biologia
molecular que permitan identificar marcadores genéticos es cada vez mas Util y necesaria en estas
enfermedades, ya que permiten la deteccion de diversas alteraciones en los cromosomas, tanto del
tipo numéricas como estructurales, implicadas en el desarrollo de la enfermedad (Contreras, Silva, &
Mateus, 2009).

Durante la década de 1960 las alteraciones en cromosomas se detectaban por cariotipo
usando la tincion de Giemsa o Wright. Sin embargo, en los Ultimos 20 afios los avances clinicos,
biomoleculares y citogenéticos han permitido desarrollar técnicas con mayor sensibilidad, tales como
la hibridacién in-situ fluorescente (FISH) y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), siendo esta

ultima la mas sensible de todas (Mrdzek et al., 2001).

La leucemia mieloide aguda (LMA) constituye un grupo heterogéneo de neoplasias
hematol6gicas con diversas anormalidades genéticas, las cuales presentan diferencias en la
respuesta al tratamiento (Lowenberg, Griffin, & Tallman, 2003). En 1999 la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) propuso la integracién de la citogenética junto con la biologia molecular a las técnicas
clasicas (citologia e inmunologia) para la clasificacion de las neoplasias hematoldgicas, con el fin de
identificar marcadores genéticos para el diagnostico, pronéstico y seguimiento de la enfermedad
(Swerdlow et al., 2016).

La patogénesis de la LMA esta asociada a diversas mutaciones genéticas; segun Ferrara 'y
Del Vecchio (2002) las mutaciones mas frecuentes son la translocacion {(8;21)(q22;q22), presente en
un 12% de los casos, la translocacion {(15,17)(q22;q11-12)(PML-RARa) presente en un 10-15% de
los casos y la inversion del cromosoma 16 inv(16)(p13q22) en un 5% de los pacientes.

La translocacion t(8;21)(q22; q22), producida entre el cromosoma 8 y el cromosoma 21,
genera la fusién de los genes AML1y ETO y la produccion de la proteina AML1-ETO, que tiene un
papel inhibitorio en la diferenciacion hematopoyética normal (Dunne et al., 2010). Recientemente se
ha utilizado como un marcador genético asociado a bajo riesgo de recaida y a un pronostico favorable



en pacientes con LMA (Yu et al., 2018), reportandose tasas de remision de la enfermedad de 87%

después del tratamiento en los pacientes que la presentan (Llimpe et al., 2013).

La incidencia de la LMA se ha reportado con mayor frecuencia en la edad adulta, por ejemplo,
en Estados Unidos reportan 2.4 casos al afio por 100,000 habitantes y en México se reporta una

incidencia de 0.7 casos por 100,000 habitantes por afio (Crespo-Solis, 2010).

Desde el afio 2012 se han iniciado en Guatemala la caracterizacion genética de la poblacién
con LMA, y como parte esta caracterizacion el presente estudio tuvo como objetivo principal determinar
la frecuencia del gen quimérico AML1-ETO en pacientes guatemaltecos con la enfermedad. Ademas,
se determind la asociacion existente entre la presencia del transcrito AML1-ETO y las caracteristicas
hematoldgicas y demogréficas, con la finalidad de generar informacion que serviré de referencia a la

comunidad médica y cientifica interesada en el tema.



M. ANTECEDENTES

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una neoplasia hematoldgica que se caracteriza por un
incremento superior al 20% de células mieloides inmaduras (blastos) y por la rapida proliferacién de
células anormales que se acumulan en la médula 6sea, lo que frecuentemente conlleva a una
insuficiencia hematopoyética, granulocitopenia, trombocitopenia o anemia, con o sin leucocitosis
(Déhner et al., 2010), sin embargo la presencia de la mutacion AML1-ETO se ha reportado en

porcentajes menores de blastos (Arber, Stein, Carter, & Slovak, 2003).

Las manifestaciones clinicas y sintomas relacionados con la LMA son diversos e inespecificos.
Los principales sintomas incluyen fatiga, fiebre, dificultad respiratoria, aparicion de hematomas,
alteraciones en la coagulacién y aumento del riesgo de infeccion. Los sintomas son directamente
atribuidos a la invasidn de células cancerigenas a la médula ésea, lo cual conlleva a un descenso de

glébulos rojos, plaquetas y leucocitos normales en sangre (Jaffe, Harris, Stein, & Vardiman, 2001).

La propagacion extramedular de las células leucémicas ocasiona alteraciones inespecificas
en diversos tejidos como el higado (hepatomegalia), bazo (esplenomegalia), piel (cutis leucémico),
nddulos linfaticos (linfadenopatia), huesos (dolor 6se0), gingiva y sistema nervioso central, que pueden

causar diversos sintomas asociados (Reikvam et al., 2011).

Existen factores de riesgo asociados al desarrollo de LMA (Tabla 1), dentro los cuales se
pueden mencionar desdrdenes genéticos, exposiciones a agentes fisicos 0 quimicos, quimioterapias,

exposicion a radiacion (Kelly & Gilliland, 2002).

La LMA presenta mayor incidencia en adultos, aproximadamente de 2-3/100,000 casos afio,
con un incremento progresivo asociado a la edad, hasta alcanzar un pico de 12.6/100,000 casos en

pacientes mayores de 65 afios (Harrison et al., 2010; Yu et al., 2018).
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Tabla 1. Factores de riesgo asociados a LMA

Tipo Factor

Genético e Sindrome de Down
e  Sindrome de Klinefelter
e  Sindrome de Patau
o Ataxia telangiectasia
e  Sindrome de Schwachman
e Sindrome de Kostman
o Neurofibromatosis
e Anemia de Fanconi
e  Sindrome Li-Fraumeni
Exposicion a agentes fisicos y quimicos e Benceno
e  Drogas como pipobromano
e Pesticidas
e Humo de cigarrillo
e  Fluidos de embalsamiento
e  Herbicidas
Quimioterapia e  Agentes alquilantes
e Inhibidores de la topoisomerasa ||
e Antraciclinas
Exposicion a radiacion e No terapéutica

o Radiacion terapéutica

Fuente: Kelly, L., & Gilliland, D. (2002). Genetics of myeloid leukemias. Annu Rev Genomics Hum Genet, 179-198.

A. Clasificacion de la leucemia mieloide aguda (LMA)

Las LMA se pueden clasificar segun dos criterios; el primero fue propuesto en la década de
los 70’s por el sistema Franco-Américo-Britanico (FAB), el cual se basa en criterios morfoldgicos y
citoquimicos. El segundo criterio surgié en el afio 1999, el cual fue propuesto por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS); éste incorpora las anomalias genéticas asociadas con los subgrupos de

LMA, ademas de las caracteristicas morfolégicas y citoquimicas (Harris et al., 2000).
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1. Clasificacion de la LMA segun el sistema FAB

Como se observa en la tabla 2, en este sistema la LMA se clasifica en 8 subtipos, desde MO
al M7, basandose en el tipo de células leucémicas y el grado de madurez. Los subtipos MO al M5
comienzan todos en los precursores de los globulos blancos. La LMA M6 comienza en formas muy
tempranas de globulos rojos, mientras que la LMA M7 se inicia en formas tempranas de células que

producen plaquetas (Bennett et al., 1985).

Tabla 2. Clasificacion segun el sistema FAB de la LMA

Clasificacion Morfologia Frecuencia (%)
MO *LMA sin diferenciacién 3
M1 LMA sin maduracion 15-20
M2 LMA con maduracién granulocitica 25-30
M3 y M3 variante **LPA hipergranular y LPA hipogranular 5-10
M4 y M4Eo LMA mielomonacitica sin y con eosindfilos (Eo) 25-30
M5a y M5b LMA monobléastica y LMA monocitica 2-10
Mé LMA eritroide 3-5
M7 LMA megacarioblastica 3-12

Fuente: Bennett, J., Catovsky , D., Daniel, M., Flandrin, G., Galton, D., Gralnick, h., & Sultan , C. (1985). Proposed revised criteria for the
classification of acute myeloid leukemia. A report of the French-American-British Cooperative Group. Ann.Intern.Med, 103, 620-625. *LMA:

Leucemia mieloide aguda; ** Leucemia promielocitica aguda.

2. Clasificacion de la LMA segtn la OMS

En 1999 la OMS realizé6 cambios en la clasificacion de la LMA, se conservaron los elementos
de la clasificacion FAB (morfologia, inmunofenotipo, citoquimica, caracteristicas clinicas) pero
establecié que debe existir un 20% de blastos en médula dsea para realizar el diagnéstico de LMA,;
otro de los principales cambios realizados fue el incluir las anomalias genéticas (tabla 3) asociadas
con la LMA (Harris et al., 2000).
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Tabla 3. Clasificacion segun la OMS de la LMA

Clasificacion Subgrupo Frecuencia (%)
e LMA con £(8;21)(q22;22)(AML1-ETO) 5-12
e LMA con t(15,17)(q22,q11-12)(PML-RARa) y variantes
*LMA con alteraciones e LMA con inv(16)(p13;q22) 0 t(16;16)(p13;q11)(CBFB-MYH11) 10-15
citogenéticas recurrentes e LMA con anomalias de 11q23 (MLL)
5
35
LMA con displasia multilineal » Con™'SMD previo 1015
e Sin SMD previo
LMA y SMD relacionados con e  Agentes alquilantes inhibidores de la topoisomerasa Il 5-10
tratamiento
o LMA minimamente diferenciada 40-50

e LMA sin maduracién

e LMA con maduracién

e Leucemia aguda mielomonocitica

e Leucemia aguda monoblastica o monocitica
LMA no clasificable

e lLeucemia aguda eritroide

e Leucemia aguda megacarioblastica

e Leucemia aguda basofilica

o Panmielosis aguda con mielofibrosis

e Sarcoma mieloide

Leucemia aguda bifenotipicas <5

Fuente: (Harris, N., Jaffe, E., Dieblod, J., Flandrin, G., Mueller-Hermelink, H., Vardiman, J. et al. (1999). World Health Organization
classification of neoplastic diseases of the hematopoietic and lymphoid tissues: report of the Clinical Advisory Committee meeting-Airlie

House. J. Clin. Oncol., 17, 3835-3849). * LMA: Leucemia mieloide aguda, ** Sindrome mielodisplasico.

B. Diagnéstico de leucemia mieloide aguda (LMA)

El diagndstico primario de LMA parte de alteraciones en el hemograma, observacion de
mieloblastos en preparaciones de extendidos de sangre periférica y de médula dsea tefiidos con
coloracién de Wright o Giemsa. Estas células estan caracterizadas por presentar un nucleo redondo
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a irregular, en el citoplasma frecuentemente contiene finos granulos azuréfilos y un nimero variable

de cuerpos de Auer (Bennett et al., 1985).

Es necesario realizar un diagnostico diferencial de la LMA con la leucemia linfoblastica aguda
(LLA) y de los sindromes mielodisplasicos (SMD) o LMA secundaria a un SMD, ya que las estrategias
terapéuticas y prondstico varia considerablemente en estas patologias. La LMA se puede distinguir de
la LLA por la demostracién del compromiso definitivo para el linaje mieloide a través del uso de la

morfologia, inmunohistoquimica e inmunofenotipo (Harris et al., 2000)

C. Genética de la leucemia mieloide aguda (LMA)

Las alteraciones genéticas pueden ser detectadas por medio de un cariotipo convencional,
por la hibridacién in situ con fluorescencia (FISH) y por medio de la reaccion en cadena de la
polimerasa de transcripcion reversa (RT-PCR), siendo esta Ultima la més especifica (Mrozek et al.,
2001).

Alrededor de un 45% de los pacientes con LMA presentan un cariotipo anormal con
alteraciones cromosomicas numéricas (hiploidia o hiperploidia) y/o estructurales, de los cuales un 15%
de pacientes con LMA presentan 3 0 mas anormalidades, conocida como LMA con cariotipo complejo
(Mrézek, Heerema, & Bloomfield, 2004; Owen & Fitzgibbon, 2010). La presencia de estas alteraciones

tiene valor prondstico y diagnéstico (Berger et al., 1982).

Las alteraciones estructurales implican el intercambio de material genético entre cromosomas,
generando proteinas quiméricas. Este intercambio puede ser de dos tipos: translocacidn balanceada
0 equilibrada donde no se produce aumento ni pérdida de material cromosomico, y la translocacion
desequilibrada o no balanceada, en la cual si se produce aumento o pérdida de material cromosomico.
Estas alteraciones generalmente implican genes reguladores de la transcripcion, donde estos

reordenamientos alteran la funcion de uno o de ambos genes involucrados (Nimer & Moore, 2004).

Los genes afectados en la LMA estan vinculados en partes claves que participan en la
regulacion celular, proliferacion y la diferenciacién hematopoyética. Estos hallazgos han conllevado al

planteamiento de dos clases de mutaciones vinculadas a la leucemogénesis (Ishikawa et al., 2009).
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Las mutaciones involucradas en la LMA se han clasificado como de clase | y clase II, segun
su mecanismo de accion. Las mutaciones de clase | (FLT3, KIT, NRAS/KRAS y PTPN11) favorecen
la proliferacién y supervivencia por inhibicién de apoptosis, afectando usualmente componentes clave
de las vias de sefalizacion de las quinasas, a lo que se le atribuye la progresion de la LMA (Kelly &
Gilliland, 2002).

Por otra parte, las mutaciones de clase Il (CEBPA, NPM1 y las translocaciones cromosémicas
recurrentes/ inversiones) conducen a la alteracion de la diferenciacion mieloide al afectar a genes
implicados en la regulacion transcripcional. Estas se producen en el inicio de la leucemia y son
estables a lo largo del curso de la enfermedad, se ha propuesto que son mutaciones iniciadoras. Cada
mutacion es asociada con las caracteristicas clinico-patoldgicas, lo que sugiere que cada una define

una Unica forma bioldgicamente distinta de la enfermedad (Renneville et al., 2008).

Las mutaciones de la clase | y Il pueden ocurrir simultdneamente en patrones especificos,
FLT3 con NPM1 representa una colaboracién tanto de una mayor proliferacién (clase 1) y un bloque

en la diferenciacion (clase Il) (Renneville et al., 2008).

Existen evidencias de que son necesarias mutaciones en dos 0 mas genes para causar una
LMA a diferencia de la LMC (Kelly & Gilliland, 2002; Speck & Gilliland, 2002). La mayoria de los
oncogenes resultantes de una translocacion balanceada, como la £(8;21)(q22;q22) AML1-ETO, no son
suficientes por si mismos para inducir una LMA en modelos murinos (Dunne et al., 2010; Higuchi et
al., 2002).

1. Mutacién AML1-ETO

En estudios realizados en distintas partes del mundo se han reportado diferentes valores de
la prevalencia de AML1-ETO pacientes con LMA. Por ejemplo, en estudios pediatricos realizados en
Cuba se reporta un 15% de casos positivos para el transcrito quimérico (Menéndez et al., 2012); en
los Estados Unidos se reporta un 8-15% de casos anuales (American Center Society INC, 2014); en
el Reino Unido se reportan 12-14% de casos positivos (Grimwade & Hills, 2009; Harrison et al., 2010);
en India 14.58% de casos positivos en adultos y 30% en nifios con LMA (Arora & Arora, 2016); en

China se reporta un 13.3% de casos positivos en la poblacion con LMA (Cheng et al., 2009; Shen et
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al., 2011); y en Irdn 5 a 10% de casos en la poblacion afectada (Ghazaey Zidanloo & Hosseinzaeh
Colagar, 2014).

Generalmente las alteraciones cromosémicas asociadas con LMA involucran reguladores de
la trascripcion, los cuales dan origen a genes hibridos que codifican proteinas de fusidn con funciones
alteradas (Kelly & Gilliland, 2002).

La translocacion £(8;21)(q22,q22) es una de las primeras alteraciones genéticas asociadas
como un cambio especifico en LMA. Fue descrita por primera vez por Kamada en 1968, como una
translocacion de dos cromosomas de los grupos C y G (Anexo 1, tabla 18). En 1991 se realizaron
estudios en los que se clond molecularmente la £(8;21)(q22,q22), en los cuales se demostro la
existencia del rearreglo del gen AML1 en el cromosoma 21 y el gen ETO en el cromosoma 8, lo cual
genera el gen quimérico AML1-ETO (Mrozek et al., 2001). EI gen AML1 es expresado en células
mieloides y el gen ETO es expresado normalmente en el cerebro, testiculos y ovarios pero no en el

linaje mieloide (Andrieu et al., 1996; Downing, 1999)

El gen AML1 (acute myeloid leukemia 1, por sus siglas en inglés), se denomina también
RUNX1 (factor de transcripcion 1 relacionado a runt); CBFAZ2 (factor de union nuclear A2), PEBaB
(promotor de la proteina de unién poliomavirus aB); se encuentra localizado en el cromosoma 21q22.
Esta conformado por nueve exones que abarcan una region de 150 kilobases (kb) (Ptasinska et al.,
2012).

En condiciones normales el gen AML1 codifica para la proteina CBFa, que junto a la proteina
CBFf forman el complejo CBF (factor de unién nuclear) que es un factor de transcripcién esencial para
una adecuada hematopoyesis (Speck & Gilliland, 2002; Owen & Fitzgibbon, 2010). La subunidad
CBFa se une al ADN y también se une a la subunidad CBF; el dominio AML1 es requerido para esta
unién del ADN y su heterodimerizacién. EI CBFB no es capaz de unirse directamente al ADN sino
mediante el gen AML1. Este dominio esta presente en la proteina quimérica derivada AML1-ETO, pero
con un funcionamiento anormal, lo que conlleva a una activacién transcripcional alterada asi como

una localizacion subnuclear (Dunne et al., 2010).

El gen ETO (eight twenty one, por sus siglas en inglés) conocido también como RUNX1TT,

codifica para una proteina nuclear que funciona como represor transcripcional mediante su unién a la
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desacetilasa de histonas y otros factores transcripcionales. EI gen ETO esta conformado por trece

exones que abarcan una region de 87kb (Ptasinska et al., 2012).

La fusion del gen AML1 con el gen ETO generalmente ocurre con un punto de ruptura entre

los exones 5-6 del gen AML1 y los exones 1a-2 del gen ETO (Ferrara & Del Vecchio, 2002).

La proteina quimérica resultante de la combinacion AML1-ETO conlleva a la supresion de
algunos genes promotores, la localizacion fuera del microambiente nuclear normal, reduccion en la
movilidad y por tanto, la imposibilidad para su union con otros genes diana, lo cual afecta la

diferenciacion mieloide (Higuchi et al., 2002).

La proteina quimérica derivada AML1-ETO consta de 177 aminoacidos de AML1 fusionados
a 575 aminoéacidos de ETO. La translocacion t(8,21)(q22,q22) genera una proteina de fusion que
contiene en el extremo amino-terminal amino&cidos de la proteina AML1 y en el extremo carboxilo-

terminal aminoacidos de la proteina ETO (Reikvam, Hatfield, Kittang, Hovland, & Bruserud, 2011).

La expresion de genes y la funcién ribosomal en las células con la £(8;21)(q22,q22) estan
afectadas, la proteina quimérica derivada AML1-ETO reduce la reparacion del ADN que al combinarse
con una disminucién en la expresion del gen p53 (gen de supresion tumoral), provoca un incremento

del riesgo a nuevos eventos leucemogénicos (Reikvam et al., 2011).

La proteina generalmente causa alteraciones que favorecen la proliferacion y sobrevida de las
células y una disminucion en la diferenciacion; sin embargo, se ha reportado también que la proteina
de fusién puede tener efectos opuestos, lo que sugiere que la proteina AML1-ETO de forma aislada

no es capaz de inducir la transformacion leucémica (Mrozek et al., 2012).

D. Caracteristicas de LMA con AML1-ETO positivo

Como se menciono anteriormente el criterio diagndstico para la LMA es la presencia de mas
del 20% de blastos en la médula 6sea, sin embargo la LMA con AML1-ETO positivo con maduracién
morfolégica de la estirpe mieloide, puede llegar a tener porcentaje de blastos menor, en dichos casos

deben ser tratados como LMA y no como sindromes mielodisplasicos (Arber et al., 2003).
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La presencia de esta alteracion molecular se a descrito en el 10 al 22% de casos de LMA con
maduraciéon M2 de la clasificacion FAB, sin embargo existen casos reportados con maduracion del
tipo M1, M4, M5 y M6 (Reikvam, Hatfield, Kittang, Hovland, & Bruserud, 2011; Andrieu et al., 1996).

La LMA M2 esta caracterizada por presentar bastones de Auer, una intensa positividad a la
mieloperoxidasa, vacuolizacién citoplasmatica y prominente eosinofilia, también se caracteriza por la
positividad al marcador asociado a células B: CD19 asi como a CD13, CD34 y CD56 (Thalhammer-
Scherrer et al., 2002).

La morfologia de los blastos en este tipo de LMA se caracterizan por citoplasma basdfilo,
frecuentemente numerosos granulos azurdéfilos que pueden llegar a ser grandes (pseudo Chédiak-
Higashi) y un halo perpendicular. Los bastones de Auer pueden ser detectados comunmente en
blastos y en los neutréfilos inmaduros, pueden observarse también promielocitos, mielocitos como
signos de displasia. En algunos casos puede haber un incremento de los precursores eosindfilos,
basofilos y mastositos, las series eritroide y megacariopoyética son morfologicamente normales
(Andrieu et al., 1996).

Entre las manifestaciones clinicas relacionadas son similares a las demas LMA, presentando
mayor intensidad en las citopenias y en la infiltracon extramedular. EI sarcoma mieloide esta descrito
en pacientes con LMA £(8;21) (q22;q22); sin embargo, estudios recientes califican como una alteracion
citogenética relativamente rara en el sarcoma mieloide, con una incidencia del 2 al 3 % de los casos
(Reikvam et al., 2011).

No hay una relacién preponderante clara en cuanto a la presencia del transcrito AML1-ETO
con el sexo del individuo afectado, se ha descrito una prevalencia masculina en algunas series pero

no justificada por otros estudios (Marcucci et al., 2005; Mertens, Johansson, & Mitelman, 1993).

E. Pronéstico de pacientes con LMA

Existe una clasificacion de los pacientes con LMA segun los hallazgos genéticos mas
frecuentes (tabla 4), dentro de la cual la translocacion ((8;21)(q22;q22) esta clasificada en el grupo de

riesgo favorable (Berger et al., 1982).
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Sin embargo, existen factores asociados que pueden ser adversos para pacientes con LMA
1(8;21)(q22;q22), entre ellos se pueden mencionar la alta celularidad en la médula 6sea, la presencia
de un cariotipo aparentemente normal pero con un resultado positivo de amplificacién de transcripcién
reversa (RT-PCR) para la mutacion £(8;21)(q22;q22), leucemia con estadio extramedular, expresion
de CD56, conteo elevado de leucocitos en el momento del diagnostico y un pobre estado general
(Reikvam et al., 2011).

El conocer la presencia de los distintos marcadores genéticos mencionados permite clasificar

al paciente con LMA en uno de los grupos de riesgo para escoger un tratamiento mas adecuado

(Downing, 1999).

Tabla 4. Clasificacion de la LMA segun el grupo de riesgo

Grupo

Alteracion genética

Riesgo favorable

Rearreglos estructurales balanceados

Riesgo intermedio

Rearreglos estructurales balanceados
Rearreglos estructurales desbalanceados
Alteraciones numéricas

Riesgo desfavorable

Rearreglos estructurales balanceados

Rearreglos estructurales desbalanceados

Alteraciones numeéricas

1(15,17)(q22;q12-21)
1(8;21)(q22;q22)
inv(16)(p13q22)/4(16;16)(q13,922)
Cariotipo normal

1(9;11)(p22;q23)

del(7q); del (9g); del (11q); del(20q)

-Y; +8; +11; +13; +21
Cariotipo complejo
Inv(3)(q21926)/(3;3)(q21,926)
1(6;9)(p23;934)
1(6;11)(q27,23)
t(11,19)(q23;p13.1)

del(5q)

Fuente: Berger, R., Bernheim, A., Daniel, M., Valensi, F., Sigaux, V., & Faldrin, G. (1982). Citologic characterization and significance

of normal karyotypes in (8;21) acute myeloblastic leukemia. Blood, 59: 171-178.
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La informacion genética asociada con la LMA en el momento del diagnéstico constituye el
factor pronéstico mas importante para predecir la evolucién clinica de los pacientes. Los principales
factores clinicos que influyen en el tratamiento de la LMA son la edad, la cifra de leucocitos al

diagnéstico, el estar enfrentando una LMA de novo o secundaria (tabla 5) (Dohner et al., 2010).

En las LMA asociadas con transcritos de buen prondstico, principalmente en la {(8;21)
(922;q22) se ha descrito la utilidad del indice leucocitario, este es el producto del recuento de glébulos
blancos en la sangre periférica por la de ratio de blastos en médula 6sea [indice leucocitario= recuento

de glébulos blancos en sangre periférica x (% blastos en médula ésea/100)] (Nguyen et al., 2002).

Tabla 5. Factores prondsticos en la leucemia mieloide aguda

Favorable Desfavorable
Factores LMA de novo LMA secundaria
clinicos Nifios y adultos jovenes Adultos de edad avanzada (>60 afios)
Recuento de glébulos blancos normal Leucaocitosis intensa (>50-100X109/L)
Clasificacion LMA promielocitica LMA indiferenciada, monocitica, eritroide,
FAB LMA con eosinofilia megacarioblastica
Citogenética / Mutaciones NPM1 Mutaciones FLT3
molecular Mutaciones CBPA Reordenamientos MLL
1(8;21), t(15;17), inv(16)/t(16;16) Alt* 39, -5 0 5¢-, -7, 1(9;11), alteraciones
(incluso con alteraciones adicionales) multiples.
Respuesta al RC* tras un ciclo de QT* RC con = 2 ciclos de QT
tratamiento <20% blastos en MO* tras 1 ciclo de QT 220% blastos en MO tras 1 ciclo de QT
RC inmunofenotipica tras QT Persistencia de ERM* por inmunofenotipo tras

la induccidn ylo consolidacion

Fuente: Grimwade, D., & Hills, R. K. (2009). Independent prognostic factors for AML outcome. Hematology / the Education Program of
the American Society of Hematology. American Society of Hematology. Education Program, 385-95. doi:10.1182/asheducation-

2009.1.385. *Alt: alteraciones, ERM: enfermedad residual minima, MO: médula ésea, RC: remisién completa.

F. Tratamiento de la LMA

La caracterizacion genética del paciente con LMA es importante para la seleccién de la terapia.
(Bloomfield et al., 1998). En estudios con pacientes jovenes y adultos con LMA de novo se ha obtenido
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de un 85-90% de tasa de remisién completa después de ser sometidos a tratamiento (Slovak et al.,
2000).

El tratamiento de LMA comprende por lo general tres fases:

- Fase de induccion: cuyo objetivo es eliminar las células leucémicas y normalizar los conteos
celulares tanto en la sangre como en la médula dsea a lo que se conoce como remision. Se
espera encontrar menos del 5% de blastos en la médula 6sea. La remision de la enfermedad
incluye la ausencia de afeccion en el sistema nervioso central, para lo cual se suministra
medicamentos quimioterapéuticos dirigidos a eliminar las células leucémicas que permanecen en

el cerebro y la médula espinal después de una quimioterapia estandar (Slovak et al., 2000).

- Fase de consolidacién o de intensificacién de la terapia: se aplica un tratamiento intensivo para
liberar el cuerpo de las células leucémicas restantes que podrian comenzar a crecer y causar la
reaparicion de la leucemia (recaida), esta fase se inicia cuando la remision ha sido confirmada.
Existen estudios que indican que ante la presencia de la {(8;21)(q22,q22) es necesario la
aplicacion de altas dosis de citarabina para alcanzar la remision completa (Bloomfield et al., 1998;
Narimatsu et al., 2007; Slovak et al., 2000) (Bloomfield et al., 1998; Slovak et al., 2000; Narimatsu
etal., 2008).

- Mantenimiento: es utilizado para asegurar que no se esté ante una aparente remision completa,
es necesario realizar reevaluaciones frecuentes para la detectar una posible recaida, los
tratamientos de mantenimiento tienen un periodo de duracidn de por lo menos dos afios (Berger
etal., 1982; Chen et al., 2007).
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IV.  JUSTIFICACION

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una neoplasia hematologica del linaje mieloide,
caracterizada por una proliferacion celular acelerada y un arresto a la diferenciacion celular,
acumulando asi células poco funcionales dentro de la médula 6sea que posteriormente pasaran a

circular dentro del torrente sanguineo (Vardiman et al., 2009).

Los avances en las técnicas de biologia molecular en el estudio de neoplasias hematologicas
permiten conocer mejor la patogénesis de la enfermedad y hacen posible la deteccién de la presencia
de alteraciones cromosdmicas tanto numéricas como estructurales (Harris et al., 1999). En 1999 la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) propuso la integracién de la citogenética, junto con la biologia
molecular, a las técnicas clasicas de citologia e inmunologia, para la clasificacion de algunas
neoplasias hematolégicas, con el fin de identificar marcadores genéticos para el diagnostico,

pronostico y seguimiento de la enfermedad (Mrozek et al., 2012).

La LMA esta asociada a diversas alteraciones genéticas, existen alteraciones genéticas que
orientan a una terapia especifica, es por ello que resulta cada vez mas importante la caracterizacion
genética de los pacientes con LMA. Actualmente los pacientes con la alteracion t(8;21)(q22;q22) son
sometidos ciclos de quimioterapia establecidos para la LMA, en estudios reportan que la aplicacion de
altas dosis de citarabina en la fase de consolidacién ha dado resultados muy favorables en los
pacientes, reportando un 87% de remision completa de la enfermedad (Chen et al., 2007; Harris et al.,
1999).

La técnica RT-PCR se considera como una herramienta altamente sensible y especifica para
la determinacion de alteraciones estructurales (Mrozek et al., 2001), es por ello que en el presente
estudio se utilizara como técnica de diagnostico para detectar la presencia de la alteracion
1(8;21)(q22;q22).

En Guatemala se ha iniciado recientemente la caracterizacion genética de la poblacién con
LMA. Como parte de esta iniciativa, en el presente estudio se determiné la frecuencia de la alteracion
1(8;21)(q22,q22). Debido a que los estudios realizados en la poblacién guatemalteca han demostrado

que existen caracteristicas genéticas distintas relacionadas con la diversidad étnica que existe en
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nuestro pais (Carranza et al., 2013; Carranza et al., 2015), en este proyecto se determind la asociacién
existente entre la presencia del transcrito AML1- ETO y las caracteristicas hematoldgicas y
demograficas en nuestra poblacion, con la finalidad de generar informacién que servira de referencia
a la comunidad médica y cientifica interesada en el tema para tomar las decisiones mas acertadas en

cuanto a la estrategia de diagnostico y tratamiento a seguir con pacientes guatemaltecos.
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V. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Determinar la frecuencia del transcrito AML1-ETO por RT-PCR en muestras de médula 6sea
procedentes de pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA), para contribuir a la caracterizacion

genética de la poblacion leucémica guatemalteca.

B. Objetivos especificos
1. Determinar la expresion del transcrito del gen quimérico AML1-ETO por medio de la técnica
molecular RT-PCR en pacientes con LMA, para establecer su frecuencia en la poblacién

guatemalteca.

2. Establecer la relacion existente entre la presencia del transcrito del gen quimérico AML1-ETO

y las caracteristicas hematoldgicas y demogréficas en la poblacion guatemalteca con LMA.



VL. HIPOTESIS

Por ser este un estudio de tipo descriptivo no aplica la elaboracion de hipétesis en el estudio

24
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VI.  MATERIALES Y METODOS

A. Universo (poblacion)

Pacientes con diagndstico de leucemia mieloide aguda (LMA) referidos por los hospitales
nacionales al Instituto para la Investigacion Cientifica y la Educacion acerca de las Enfermedades
Genéticas y Metabdlicas Humanas (INVEGEM), ubicado en el Campus Médico San José Km. 28.5

carretera a Barcenas, Santa Lucia, Milpas Altas, Sacatepéquez.

B. Muestra

Se tomaron por conveniencia en funcién de la investigacién, pacientes con diagndstico
positivo de LMA, referidos por los hospitales nacionales al INVEGEM, para un total de 150 pacientes,

los cuales cumplieron con los siguientes criterios:

1. Criterios de inclusién

- Pacientes con diagndstico clinico positivo para LMA.
- Consentimiento informado, donde se acepta participar en la investigacion.

- Pacientes con ficha de recoleccion de datos clinicos.

2. Criterios de exclusion

- Pacientes que estén bajo tratamiento para LMA.

- Negativa de participacion en la investigacién sin consentimiento informado aprobado.

C. Materiales

1. Consentimiento informado

- Hoja de consentimiento informado (anexo 8)

- Boleta impresa de recoleccion de datos (anexo 9)
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Equipos

Balanza analitica

Cabina de extraccion de gases

Cabina de seguridad bioldgica clase II, Tipo A2

Centrifuga con rotores para tubos de 50ml, 15ml, 4ml y microtubos de 1.5ml, temperatura
ajustable.

Centrifuga para microtubos de 0.2mL y 0.6mL

Congelador a -20°C

Fluorémetro, Quantus™ Fluorometer, Promega®

Fuente de alimentacion eléctrica (electroforesis)

Microondas

Micropipetas (0.1-1ul, 0.5- 10pl, 10-100 pl'y 100-1000pl)

Refrigerador a 4°C

Sistema de electroforesis horizontal: cdmara de electroforesis, peine de 14 pozos.
Termociclador

Termobloque

Transiluminador de luz ultravioleta

Vortex

Reactivos

Agarosa

Agua destilada

Agua grado biologia molecular

Buffer para PCR 10X

Buffer de lisis (cloruro de amonio 155 mmol/L; carbonato acido de sodio 10 mmol/L; acido
etildiaminotetraacético 0.1 mmol/L)

Buffer TE 1X

Cebadores del gen ABL: 400nM (concentracion final) (Tabla 8)

Cebadores de la translocacion AML1-ETO: 400nM (concentracién final) (Tabla 9)

Cloro: 0.5%
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Cloroformo

dNTPs: 200 uM (concentracion final)

Enzima Taq polimerasa (5 U/pl)

Etanol 70y 75%

GelRed®

Isopropanol

Kit de cuantificacién de ARN, Promega®: colorante de ARN (492nmEx/540nmEm), estandar
de ARN (100mg/ml)

Kit retrotranscripcion Applied biosystems®: RT Buffer 10X, Random primers 10X, dNTP mix
25X (100mM), MultriScribe® Reverse Transcriptase (50 U/pl)

Marcador de peso molecular: Perfect DNA™ 50bp lader

MgClI2: 2.5mM

NucleoClean®

RNAlater, Ambion®

RNAzap, Ambion®

Solucion de TAE 10X (tris base-acido acético glacial-EDTA)

Solucién salina isoténica (cloruro de sodio 0.9 %)

Trizol Ambion®

Insumos

Aguja para biopsia de médula 6sea de 0.8 mm de didmetro

Microtubos estériles (0.2ml, 0.5mly 1.5 ml)

Papel aluminio

Pipetas Pasteur plasticas de 3ml

Puntas estériles para pipetas (0.1-1ul, 0.5- 10ul, 10-100 pl'y 100-1000ul)
Tubos tipo Falcdn conicos estériles de 15ml y/o 50ml

Tubo plastico para recoleccion de muestras con anticoagulante EDTA (4ml)
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D. Métodos

1. Solicitud de informacién y consentimiento informado

Previo al estudio se solicitd el consentimiento escrito por parte del paciente informando la
aceptacion de participar y proporcionar los datos necesarios para su ejecucion. En el caso de tratarse

de menores de edad, el encargado y/o tutor responsable del paciente debe firmar el consentimiento.

2. Recoleccion de las muestras:

Las muestras se tomaron mediante puncién aspirativa de un aproximado de 3cm3 de médula 6sea
(proveniente de la cresta iliaca posterosuperior o del esterndn), para lo que se utilizé una aguja de 0.8
mm de didmetro. La muestra se recolectd en tubos plasticos con anticoagulante EDTA, los cuales se
mezclaron por inversion y se almacenaron a 4°C hasta procesamiento. Posteriormente, las muestras
y boletas se trasladaron de manera adecuada bajo las condiciones requeridas para el efecto al

INVEGEM por personal de mensajeria propia del instituto, en donde se realiz6 el estudio.

3. Separacion de glébulos blancos

Las muestras de médula 6sea contenidas en tubos con EDTA, fueron sometidas a una serie de
lavados con una solucién hipotonica (buffer de lisis), con el fin de separar los globulos blancos de los

demas componentes de la médula 6sea (Carlile, Rojas-Duran, & Gilbert, 2001).

Procedimiento
- Enfriar la centrifuga a una temperatura de 4°C
- Trasvasar la muestra a tubo tipo falcon de 15mL.
- Aforar con buffer de lisis
- Homogenizar por inversion
- Incubar por 10 minutos a 4°C
- Centrifugar a 1500rpm durante 10 minutos
- Observar el precipitado (glébulos blancos)
- Descartar el sobrenadante
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- Aforar nuevamente con buffer de lisis el tubo tipo falcon de 15 mL
- Homogenizar por inversion

- Centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos

- Observar el precipitado (glébulos blancos)

- Descartar el sobrenadante

- Aforar con solucién salina isoténica el tubo tipo falcon de 15 mL
- Centrifugar a 1500rpm durante 10 minutos

- Descartar el sobrenadante

- Observar el precipitado (glébulos blancos)

- Agregar 1mL de RNAlater, Ambion®

- Homogenizar, colocar en tubo de 1.5mL

- Almacenar a -20°C hasta que se realice la extraccion de ARN.

4. Extraccion de ARN

Se llevo a cabo la extraccion de ARN total a los glébulos blancos almacenados, se utilizd el método

de precipitacion descrito en 1987 por Chomczynski y Sacchi (Chomczynski & Sacchi, 2006).

Procedimiento
- Enfriar la centrifuga a una temperatura de 4°C
- Centrifugar la muestra (tubo de 1.5mL, leucocitos obtenidos en el paso anterior).
- Descartar el sobrenadante.
- Homogenizar el precipitado (leucocitos) con 0.75mL de Trizol®
- Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos
- Agregar 0.2mL de cloroformo
- Mezclar vigorosamente por inversion durante 15 segundos
- Incubar a temperatura ambiente durante 2-3 minutos
- Centrifugar a la muestra a 12,000 x g durante 15 minutos
- Remover la fase acuosa (fase superior, fase incolora) y colocarla en un tubo de 1.5mL
- Agregar 0.5mL de isopropanol a la fase acuosa
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- Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos

- Centrifugar a la muestra a 12,000 x g durante 15 minutos

- Descartar el sobrenadante

- Agregar 1mL de etanol al 75%

- Aplicar vortex a la muestra

- Centrifugar a la muestra a 7,500 x g durante 5 minutos

- Descartar el sobrenadante

- Dejar secar el precipitado durante 5-10 minutos.

- Agregar agua grado biologia molecular al precipitado (ARN), homogenizando por pipeteo.
- Incubar en el termobloque a 55-60°C durante 10-15 minutos.

- Almacenar a -20°C hasta que se realice el siguiente paso.

5. Cuantificacion de ARN

Para la cuantificacion de ARN se utilizd espectrofotometria de fluorescencia, utilizando el
fluorometro QuantiFluor® (Promega), segun las instrucciones del fabricante (Promega, Tecnical
Manual, QuantiFluor® RNA System).

Procedimiento
- Cubrir las soluciones de trabajo con papel aluminio y protegerlas de la luz.
- Preparacion de la solucion colorante de ARN: preparar 100 uL para cada una de las muestras a
cuantificar, mas un volumen de 200 pL correspondiente al blanco y al estandar. Preparar una dilucion
1:200 del colorante con buffer TE 1X.
- Rotular los tubos a utilizar, blanco, estdndar y uno por cada muestra, cubrir los tubos con papel
aluminio.
- Preparacion de las muestras: diluir la muestra con buffer TE 1X para un volumen final de 100 uL
(dependiendo de la concentracion del ARN, alta o baja). Agregar 100 L de la solucion de colorante
de ARN anteriormente preparado. Homogenizar por pipeteo.
= Para muestras de ARN de alta concentracion (10-2,500ng/ml o 2 — 2.5ng/tubo) preparar 100pL de
la solucion estandar de ARN tomando 95 pL de buffer TE 1X'y 5 UL del estandar concentrado para
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obtener una concentracion de 250ng de ARN en el tubo. Agregar la misma cantidad de estandar (5
uL) de cada una de las muestras en el tubo correspondiente.

= Para muestras de ARN de baja concentracién (0.5-50ng/ml 0 0.1-10 ng/tubo) preparar 100 pL de
solucién estandar tomando 99.9 uL de buffer TE y 0.1 uL del estandar concentrado para obtener una
concentracion de 10ng de ARN por tubo. Agregar la misma cantidad de estandar (0.1 uL) de cada

una de las muestras en el tubo correspondiente.

- Colocar en vortex por 15 segundos para homogenizar.

- Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

- Medir la fluorescencia en el canal 6ptico azul del equipo Quantus™ Fluorometer. que tiene la
capacidad de medir la excitacion y emisidn a las longitudes de onda apropiadas 492nm/540nm

respectivamente.

6. Retrotranscripcion (RT-PCR)

Se utilizé el kit de Retrotranscripcion (Applied biosystems®), para la obtencion de ADNc a partir del
ARN extraido, para lo cual se utilizaron cebadores al azar (random primers) en su mayoria hexameros.
Posteriormente este ADNc se amplifico en una PCR de punto final (Pallisgaard, Hokland, Riishgj,

Pedersen, & Jargensen, 1998).

Procedimiento
Preparar la cantidad de reactivos necesarios de acuerdo a la cantidad de muestras segun la Tabla 6.

Tabla 6. Componentes para la preparar mezcla de reactivos del RT-PCR

Reactivo Concentracion final Volumen (pL)
RT Buffer 10x 2X 2.0
dNTP mix 25X (100mM) 8mM 0.8
Random primers 10X 2X 2.0
MultriScribe® Reverse Transcriptase (50 U/JL) 5U/ uL 1.0
Agua grado biologia molecular 3.2
Volumen total por reaccion: 10

Fuente: (Applied biosystems® (S.F). High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Cat# 4368814. Consultado de:
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4368814).
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- Agregar 10 pL de la mezcla de reactivos a cada tubo de 0.2 mL.
- Agregar 10 pyL de muestra a cada tubo correspondiente
- Centrifugar los tubos.

- Colocar los tubos en el termociclador utilizando el programa descrito en la Tabla 7.

Tabla 7. Programacion del termociclador para realizar la reaccion de RT-PCR

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Temperatura (°C) 25 37 85 4
Tiempo 10 minutos 120 minutos 5 minutos 0

Fuente: (Applied biosystems® (S.F). High Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit Cat# 4368814. Consultado de:
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4368814).

7. Realizacion de PCR de punto final

a) Amplificacion por PCR del gen control ABL1

Se utilizé el gen ABL1 como control interno, para validar la extraccion de ARN y validar el
proceso de retrotranscripcion. EI ABL1 es un proto-oncogén que codifica una proteina tirosina quinasa
citoplasmatica y nuclear que se ha implicado en procesos de diferenciacion celular, division celular,
adhesion celular y la respuesta al estrés (Stanoszek et al., 2013). El gen ABL1 esta presente en varios
tejidos humanos, entre ellos la médula 6sea (ver anexo 3, figura 3). Para su determinacion se utilizaron
dos cebadores: un cebador de inicio con direccién hacia delante (forward) (ABL-F) y el otro cebador
de inicio con direccion reversa (reverse) (ABL-R), con los cuales se esperaba un producto de
amplificacién que origina una banda de un peso aproximado de 270 pares de bases (pb) (van Dongen
etal., 1999).

Tabla 8. Secuencia de los cebadores del control interno gen ABL-1

Cebador Secuencia
ABL-F 5-TGT TGACTG GCG TGATGT AGT TGC TTG G-3°
ABL-R 5°-TTC AGC GGC CAG TAG CATCTGACT T-3°

Fuente: Artigas, C., Melo, A., Roa, J., Paez, E. Vittini, C., Arriagada, M. et al., (2002). Deteccion de secuencias del gen BCR-ABL
mediante RT-PCR en pacientes con leucemia en la IX Region: Chile. Revista Médica de Chile, 130(6), 623-630.
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Posterior a la validacién de la calidad del ADNc, se procedié con la amplificacion del gen AML1-ETO.

b) Amplificacién por PCR del gen AML1-ETO:

La translocacion AML1-ETO se origina por la fusion del exon 5 del gen AML1 con el exén 2
del gen ETO. Los puntos de ruptura del gen AML1 estan localizados entre el exén 5y el exén 6, en el
gen ETO los puntos de ruptura se encuentran en el exén 2 (anexo 4, figura 4). Para esta PCR (Tabla
9) se utilizaran tres cebadores: dos con direccién hacia delante (forward) (AML1-C y AML1-E5) y el
tercero con direccion reversa (reverse) (ETO-D) (Tabla 9). El producto de amplificaciéon de AML1-ETO
por RT-PCR usualmente se presenta como una Unica banda, en el presente trabajo la utilizacién de
dos cebadores forward permite la obtencién de dos bandas que difieren en cantidad de pares de bases
segun la localizacion de los mismos en el exon 4 (Tabla 10), cada uno de los cebadores confieren
distinta sensibilidad en la deteccion de la translocacion AML1-ETO, el nivel de sensibilidad se expresa
en el rango de deteccion de una célula mutada en 103a 104 células hematopoyéticas normales de
médula dsea (referido como los reciprocos, 103 a 104) (tabla 10) (Lo Coco et al., 1991; Miller et al.,
1992; van Dongen et al., 1999).

Tabla 9. Secuencia de los cebadores que se utilizaran para detectar la translocacion AML1-ETO

en muestras clinicas.

Posicion 5™
Cebador Secuencia
(tamaiio pb**)
AMLA1-C (forward) 920 (22) 5-ATGACC TCAGGT TTG TCG GTC G-3°
AML1-E5’ (forward) 842 (24) 5-TGG CTG GCA ATG ATG AAA ACT ACT -3°
ETO-D (reverse) 396 (22) 5°-TGA ACT GGT TCT TGG AGC TCC T-3°

Fuente: adaptada de: van Dongen, J., Macintyre, E., Gabert, J., Delabesse, E., Rossi, V., Saglio, G., . . . Biondi, A. (1999).
Standardized RT-PCR analysis of fusion gene transcripts from chromosome aberrations in acute leukemia for detection of minimal
residual disease. Report of th BIOMED-1. Concerted Action: Investigation of minimal residual disease in acute leukemia. Leukemia,

1901-1928. * Posicion de inicio del cebador dentro del gen en estudio, ** tamafio del cebador en pb (pares de bases).
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Tabla 10. Tamaiio de productos esperados de RT-PCR del gen AML1-ETO

AML1-C « ETO-D AML1-E5" < ETO-D
Tamaiio de producto, 260 pb* 338 p*b
Sensibilidad** -4 -3

Fuente: adaptada de: van Dongen, J., Macintyre, E., Gabert, J., Delabesse, E., Rossi, V., Saglio, G., . . . Biondi, A. (1999).
Standardized RT-PCR analysis of fusion gene transcripts from chromosome aberrations in acute leukemia for detection of minimal
residual disease. Report of th BIOMED-1. Concerted Action: Investigation of minimal residual disease in acute leukemia. Leukemia,

1901-1928. *pb: pares de bases, **sensibilidad en escala logaritmica.

Procedimiento
- Limpiar &reas de trabajo antes de iniciar (cloro 0.5%, etanol 70%, NucleoClean®).
- Mezcla los reactivos en un tubo de 0.5 mL (Descrito en Tabla 11)
- Homogenizar bien la mezcla de reactivos (vortex)
- Agregar la muestra cADN.

- Seguir el procedimiento en el termociclador (descrito en la Tabla 12)

Tabla 11. Componentes para la preparar mezcla de reactivos de PCR punto final

Reactivo Cantidad (uL)
H20 1.5

Buffer PCR (20nM Tis HCI, 50mM KCI, pH 8.3) 25
Cebadores (400nM) 45

dNTP (200 M) 2.5

MgCl2 (2.5 mM) 1.

Enzima Taq polimerasa (50 U/uL) 1

ADNc* 2

Volumen final 25

Fuente: van Dongen, J., Macintyre, E., Gabert, J., Delabesse, E., Rossi, V., Saglio, G., . . . Biondi, A. (1999). Standardized RT-
PCR analysis of fusion gene transcripts from chromosome aberrations in acute leukemia for detection of minimal residual
disease. Report of th BIOMED-1 Concerted Action: Investigation of minimal residual disease in acute leukemia. Leukemia, 1901-

1928. *ADNc obtenido en la retrotranscripcion.
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Tabla 12. Programacion del termociclador para ejecutar la PCR punto final.

35 ciclos
Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4 Paso 5
Temperatura (°C) 95 94 65 72 16
Tiempo 30 segundos 30 segundos 60 segundos 60 segundos 0

Fuente: van Dongen, J., Macintyre, E., Gabert, J., Delabesse, E., Rossi, V., Saglio, G., . . . Biondi, A. (1999). Standardized RT-PCR
analysis of fusion gene transcripts from chromosome aberrations in acute leukemia for detection of minimal residual disease. Report

of th BIOMED-1 Concerted Action: Investigation of minimal residual disease in acute leukemia. Leukemia, 1901-1928.

c) Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis en gel de agarosa es una técnica que permite analizar los fragmentos de ADN

obtenidos por la PCR.

Procedimiento
- Preparar el sistema de electroforesis horizontal: camara de electroforesis, peine de 14 pozos.
- Pesar la agarosa
- Agregar la solucién de TAE 10X
- Fundir la soluci6n de agarosa
- Dejar enfriar la suspensién hasta que alcance unos 50°C aproximadamente
- Verter la agarosa sobre la camara de electroforesis
- Colocar el peine
- Dejar polimerizar durante 30 minutos.
- Adadir solucién de TAE 10X para cubrir el gel de agarosa.
- Se mezcla 2 uL de buffer de carga con 10 uL del producto de PCR.
- Se carga en los posos del gel.
- Se coloca 10 pL de marcador de peso molecular de ADN de 50pb.
- Luego se tapa la cdmara y se programa para que corra a 100 voltios/400mAmp durante 90
minutos.
- Se procede a tefir el gel con GelRed® durante 20 minutos.

- Se coloca el gel ya tefiido en el transiluminador de luz ultravioleta.
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E. Diseno del estudio

1. Tipo de estudio

Descriptivo de corte transversal.

2. Tipo de muestreo:

No probabilistico, por conveniencia
F. Andlisis de datos

1. Descripcion de las caracteristicas de la muestra

Se realizé la descripcidn de las caracteristicas de la muestra, separando segun el tipo de variable:
- Variables cualitativas: sexo, lugar de procedencia, edad.
- Variables cuantitativas: generales y especificas de los analisis efectuados; media +/-

desviacion estandar y/o mediana (rango).

2. Descripcion de la presencia o ausencia del gen quimérico AML1-ETO

Se tabularon los datos en una hoja electrénica de Excel y fueron trasladados a SPSS 23 para su

analisis.

Los datos fueron resumidos a través de frecuencias absolutas y relativas, y las variables
cuantitativas, debido a la existencia de varios valores atipicos se resumieron a través de medianas y

cuartiles.

Dependiendo de la frecuencia de los casos asociados con la presencia del gen quimérico AML1-
ETO, se cruzd esta variable con las variables hematolégicas y demogréficas, efectuando
comparaciones pareadas con la prueba de Mann Whitney o la prueba de chi cuadrado de Pearson,
para determinar si hay alguna relacion estadistica. Los resultados con un p<0.05 fueron considerados
estadisticamente significativos.
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Vill. RESULTADOS

Se analizaron 150 muestras de médula 6sea provenientes de pacientes con diagnéstico clinico
de LMA. EI 53 % de los pacientes incluidos en el estudio fueron del sexo femenino, con una mayor
frecuencia de pacientes pediatricos (53%) que adultos. La Tabla 13 muestra la distribucién por sexo,
edad y la region departamental de origen de los pacientes, siendo el area suroccidental del pais la de

mayor reporte de casos (27.3 %).

Tabla 13. Caracteristicas demograficas de los pacientes con LMA analizadas en el estudio.

Frecuencia (%)

Variables

n=150
Sexo
Femenino 80 (53)°
Masculino 70 (47)
Edad
Nifios 80 (53)
Adultos 70 (47)
Region de origena
Metropolitana 34 (22.7)
Norte 9 (6)
Nororiental 19 (12.7)
Suroriental 17 (11.3)
Central 14 (9.3)
Suroccidental 41(27.3)
Noroccidental 12 (8)
Petén 4(2.7)

aRegiones: Metropolitana (Guatemala), Norte (Alta Verapaz y Baja Verapaz), Nororiental (Chiquimula, El Progreso, Izabal y
Zacapa), Suroriental (Jutiapa, Jalapa y Santa Rosa), Central (Chimaltenango, Sacatepéquez y Escuintla), Suroccidental
(Quetzaltenango, Retalhuleu, San Marcos, Suchitepéquez y Solola), Noroccidental (Huehuetenango y Quiché). Regionalizacion

segun Decreto 70-86 del Congreso de la Republica de Guatemala. Pporcentaje de la frecuencia.
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El transcrito AML1-ETO fue detectado utilizando la técnica molecular RT-PCR para
amplificarlo por retrotranscripcion en forma de ADNc, seguida por electroforesis en gel de agarosa
para visualizar los productos obtenidos, tanto del transcrito AML1-ETO (260 y 338 pb) como del gen
constitutivo ABL (270 pb), utilizado como control de amplificacién. En la figura 1 se muestra un gel de

agarosa representativo.

Marcador de
peso molecular

(pb)

1000 -
900 -
800 -
700 -
600 -

500 -
450 -
400 -
350 -

300 -
250 -

<«— 338pb

«— 270 pb
- <«— 260pb

150 -

100 -

50 -

Figura 1. Deteccion del transcrito AML1-ETO en muestras clinicas por el ensayo de RT-PCR. Después de la amplificacién,
los productos se analizaron en un gel de agarosa al 2%. Linea 1: marcador de peso molecular (Perfect DNA 50pb Ladder,
Novagen®); linea 2: blanco de reactivos; linea 3: gen ABL de muestra analizada; linea 4: control positivo para el gen ABL;
linea 5: resultado positivo para el transcrito AML1-ETO de muestra analizada; linea 6: columna vacia; linea 7: control

positivo para el transcrito AML1-ETO.

El transcrito AML1-ETO se detect6 en el 18.7 % de los pacientes analizados, como se muestra
en latabla 14 y en el anexo 7. En la tabla 16 se muestra la distribucién del transcrito AML1-ETO por

edad y sexo en la poblacién estudiada.
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Tabla 14. Frecuencia del transcrito AML1-ETO

Total de pacientes (n=150) Frecuencia del transcrito
Positivos 28 18.7%
Negativos 122 81.3%

Tabla 15. Frecuencia del transcrito AML1-ETO en relacion al sexo

Transcrito AML1- ETO

Sexo Total de pacientes
Negativos Positivos (n=150) Valor p*
Femenino 66 (82.5%) 14 (17.5%) 80
0.695
Masculino 56 (80.0%) 14 (20.0%) 70

* El valor de p se calcul6 utilizando el chi cuadrado.

Tabla 16. Distribucion del transcrito AML1-ETO por edad y sexo en la poblacion de estudio.

Sexo masculino Sexo femenino Total de pacientes que
Grupo etario2  Numero de F . Numero de F . presentan el transcrito
pacientes recuencia pacientes recuencia (n=28)
Nifios 9 56% 7 4% 16 57%
Adultos 5 45% 6 55% 1 39%
2’:‘;';? 0 0% 1 100% 1 4%
14 50% 14 50% 28 100%

aGrupo etario: nifios: 0-17 afos, adultos 18-59 afios, adultos mayores a partir de 60 afios.

Los pacientes en los que se detecto el transcrito AML1-ETO presentaron recuentos celulares
con una mediana de 14.9 x 109/L para glébulos blancos; 2.9 x10'2 /L para glébulos rojos y 16.0 x 109/L
para plaquetas. La tabla 17 muestra los valores obtenidos para otros parametros hematologicos, y los

valores presentados por los pacientes en los que no se detecto el transcrito.

El anélisis estadistico con el test de Mann-Whitney U para variables continuas determiné que
no hay diferencia en el recuento de glébulos blancos y glébulos rojos presentados por los pacientes

que portan el transcrito y los que no. Se establecio que solamente existe una relacién estadisticamente
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significativa entre la presencia del transcrito AML1-ETO y el recuento plaquetario bajo (p=0.007). Es
decir que los pacientes que presentan el transcrito presentan trombocitopenia, tal y como muestra la
tabla 16.

Tabla 17. Caracteristicas hematoldgicas de los pacientes con relaciéon a la presencia del
transcrito AML1-ETO

Mediana (rango)

Variables Transcrito AML 1-ETO Valor p*
n=150
Ausente 3.0(1.3-7.9)
Recuento eritrocitario 0.517
Presente 29(1.4-8.9)
Ausente 9.3 (1.0-950.0)
Recuento leucocitario 0.202
Presente 14.9 (2.3-93.3)
) Ausente 29.0 (3-577.6)
Recuento plaquetario 0.007
Presente 16.0 (3-61.9)
) Ausente 8.8 (4.2-19)
Hemoglobina 0.321
Presente 8.6 (4.2-13.0)
Ausente 25.6 (13.1-52.8)
Hematocrito 0.240
Presente 24.0 (12.5-35.7)

* El valor de p se calculé utilizando el chi cuadrado para variables categéricas y la prueba de Mann-Whitney U para las variables

continuas relacionadas en base a la presencia o ausencia del transcrito AML1-ETO.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados de esta investigacion mostraron que la frecuencia del transcrito AML1-ETO fue
de 18.7% en la poblacion de estudio. Dicho hallazgo concuerda con estudios en los que se reportan
frecuencias similares, como los realizados en Cuba (15%); Estados Unidos (8-15%), Reino Unido (12-
14%) y en China (13.6%) (tabla 19, anexo 8) (American Cancer Society, 2014; Chen et al., 2007;
Grimwade & Hills, 2009; Higuchi et al., 2002).

La leucemia mieloide aguda (LMA) es reportada internacionalmente con mayor frecuencia en
adultos con una edad media de 64 afios y como una enfermedad poco frecuente en nifios y
adolescentes (Marcucci et al., 2005). Sin embargo, como se puede observar en la tabla 13, el 53% de
los pacientes guatemaltecos analizados en este estudio, son pacientes pediatricos (menores de 18
afios). Esto indica que en nuestro pais la edad de aparicién de la enfermedad es menor en
comparacion a otros reportes internacionales (Santoyo-Sanchez et al., 2017), lo cual es un hallazgo

importante desde el punto de vista médico.

Se detectd la presencia del transcrito AML1-ETO en 14 pacientes de sexo masculino y 14 de
sexo femenino (tabla 15), cifra que indica una distribucion equitativa de los sexos asociada con la
positividad del transcrito; otros estudios han reportado una mayor prevalencia masculina relacionada
con la presencia del transcrito (Mertens et al., 1993; Nguyen et al., 2002; Santoyo-Sanchez et al.,
2017).

Con respecto al lugar de origen de los pacientes, se detecté una mayor frecuencia de la
enfermedad en la regién suroccidental (27.3%), seguida de la regién metropolitana (22.7%). Sin
embargo, el andlisis de varianza demostré que no existe una diferencia significativa entre la frecuencia

de la enfermedad entre las regiones del pais (p=0.731).

La LMA se caracteriza por la proliferacion de células blasticas anormales de estirpe mieloide
en la médula 6sea y menor produccidén de células heméticas normales, condicionando anemia y
trombocitopenia en los pacientes afectados. En este estudio se determin6 la relacidén entre las

caracteristicas hematoldgicas y la presencia del transcrito AML1-ETO, y se observé que tanto los
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pacientes con la presencia 0 ausencia del transcrito presentaron anemia con valores disminuidos en
el recuento eritrocitario, valores de hemoglobina y hematocrito, lo cual confiere un factor de riesgo en

la respuesta a la quimioterapia (Dicato, Plawny, & Diederich, 2010).

El recuento leucocitario elevado en las primeras etapas de la LMA indica un mayor riesgo
relativo en comparacion con los grupos que presentan recuentos menores (Nguyen et al., 2002). En
este estudio se demostrd que la mediana del recuento leucocitario de los pacientes evaluados se
encuentra dentro del rango de referencia, tanto en casos que presentan el transcrito como en los que
no. Ademas, no se encontro diferencia estadisticamente significativa (p=0.202) entre los recuentos
leucocitarios de ambos grupos. Sin embargo, cabe mencionar que se obtuvieron recuentos extremos
en los dos grupos, ya que se registraron conteos de 2.3 hasta 93.3 X10%/L en los casos en los que se
encontraba presente el transcrito y conteos de 1.0 a 950 X109/L en su ausencia. Este hallazgo sugiere
la necesidad de considerar el recuento leucocitario de manera individual para evaluar el pronostico de

los pacientes de forma mas precisa.

La actividad trombocitopoyética influye en el curso de la enfermedad, ya que esta asociado
con un riesgo relativo en la sobrevida de la enfermedad cuando se encuentra en recuentos menores
a los valores de referencia. Se define como trombocitopenia una cifra plaquetaria inferior a 150.000/pL;
esta a su vez esta clasificada como: leve (100.000 a 150.000/uL), moderada (50.000 a 99.000/uL) y
severa (inferior a 50.000/uL) (Buckley MF, 2000; Dacie JV, 1991; Pujol-Moix N, 2002). En el presente
trabajo se obtuvieron rangos de recuento plaquetario que oscilan entre 3-61.9 X109L en los pacientes
que presentaron el transcrito (Tabla 17), lo cual indica que todos presentan trombocitopenia. Por otra
parte, en la misma tabla se muestra que los pacientes con ausencia del transcrito presentaron
recuentos plaquetarios en varia de 3-577.6 X109/L, dentro de este grupo de pacientes algunos
presentaron trombocitopenia, sin embargo, existe una diferencia estadisticamente significativa
(p=0.007) con relacion a los pacientes que presentaron el transcrito (grafica 2, anexo 9). Este hallazgo
es frecuente en pacientes que presentan el transcrito AML1-ETO, ya que, en condiciones normales,
el gen AML1 codifica para la proteina CBFa, que junto a la proteina CBFf forman el complejo CBF
(factor de union nuclear) que es un factor de transcripcion esencial para una adecuada hematopoyesis
(Owen & Fitzgibbon, 2010; Speck & Gilliland, 2002). Diversos estudios realizados internacionalmente
también han reportado la presencia de trombocitopenia con la presencia del transcrito AML1-ETO, lo
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cual pone de manifiesto que no es una caracteristica Unica de la poblacién guatemalteca (Arora &
Arora, 2016; Wang, Ye, Yang, Lu, & Ying, 2016).

El analisis global de los resultados obtenidos en este estudio demuestra que la poblacion
guatemalteca con LMA presenta el transcrito AML1-ETO con una frecuencia similar a la reportada en
otros paises, aunque aparece mas frecuentemente en la nifiez, a diferencia de otras etnias. Asi mismo,
en concordancia con estudios realizados internacionalmente, se encontré que la presencia de dicho
transcrito no presenta una asociacion estadisticamente significativa de los conteos leucocitarios ni

eritrocitarios, y que esta asociado con trombocitopenia.

Los hallazgos de este estudio, asi como los reportados por Morales (2012) y Oliva (2016),
demuestran la necesidad de realizar analisis moleculares en la poblacidn leucémica guatemalteca, ya
que, conocer de las caracteristicas genéticas especificas del pais permitiran al médico tratante orientar
el tratamiento y al prondstico del paciente de forma personalizada desde el principio, lo cual mejorara

considerablemente sus posibilidades de recuperacion y supervivencia.
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X. CONCLUSIONES

El transcrito AML1-ETO fue detectado en el 18.7% en los pacientes con LMA, lo cual concuerda

con estudios internacionales que reportan frecuencias similares.

La presencia del transcrito AML1-ETO se asocia de forma significativa con un recuento

plaquetario bajo, en concordancia a lo reportado en otras poblaciones.

No se detect6 una diferencia significativa en los recuentos de leucocitos y eritrocitos determinados

entre los pacientes que presentan el transcrito AML1-ETO y en aquellos que no lo presentan.

No se establecié una diferencia estadisticamente significativa que evidenciara una asociacion

entre las caracteristicas demograficas evaluadas y la presencia del transcrito AML1-ETO.

Aunque la leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad que se caracteriza por aparecer
con mayor frecuencia en adultos (edad media de 64 afios) y poco frecuente en nifios y
adolescentes el 53% de los pacientes guatemaltecos de este estudio fueron menores de 18 afios

sugiriendo una aparicion de la enfermedad a edad méas temprana en nuestra poblacion.
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XI. RECOMENDACIONES

Dar a conocer la informacién generada en este estudio a los médicos oncdlogos tanto del area
de adultos como en pediatria, para que tomen en consideracion el estudio de transcrito AML1-

ETO como parte de los examenes de diagnostico.

Realizar un estudio con una poblacion mas grande para obtener resultados mas representativos

de todas las etnias del pais.

Continuar realizando estudios sobre otras alteraciones genéticas presentes en pacientes con
leucemia mieloide aguda para brindar al médico y al paciente informacion mas completa que

incidira sobre el prondstico y tratamiento de la enfermedad.

Implementar un sistema de monitoreo de la expresion del transcrito AML1-ETO en los pacientes

portadores para evaluar la respuesta al tratamiento.

Promover la introduccion en el pensum de la carrera de Medicina un médulo sobre las pruebas
de biologia molecular, para dar a conocer temas de actualidad como lo es el manejo de

enfermedades hematoldgicas orientadas por marcadores genéticos.

Elaborar un sitio web dirigido a pacientes, familiares o a personas fuera del ambito médico, donde
se brinde informacidn accesible sobre la importancia de las pruebas moleculares disponibles en
Guatemala para el manejo de enfermedades hematol6gicas, con posibilidad de un chat para

resolucion de dudas respaldado por médicos especialistas.
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Xilll.  ANEXOS

Anexo 1.

Tabla 18. Clasificacion de los cromosomas humanos

Grupo Cromosomas Clasificacion
A 1,2,3 Metacéntricos
B 4,5 Submetacéntricos
c 6,7,8,910,11,12 Submetacéntricos
D 13, 14,15 Acrocéntricos
E 16, 17,18 Submetacéntricos
F 19, 20 Submetacéntricos
G 21,22 Acrocéntricos

Fuente: Contreras , N., Silva, C., & Mateus, H. (2009). Citogenética aplicada a la

medicina. Bogota: Editorial Universidad del Rosario.

Anexo 2

Figura 2. Aspirado de médula 6sea con blastos mieloperoxidasa (MPOX) positivos y bastones de Auer, LMA subtipo M2.
La figura sefiala la presencia de bastones de Auer en blastos de muestras de médula 6sea tefiidas con mieloperoxidasa.
Fuente: Espinola, A., Rodriguez, M., Campos, S., Ferreira, J., Noguera J, & Figueredo, S. (2011). Leucemia mieloide

aguda con #(8;21)(q22,2q2). Reporte de casos. Mem. Inst. Investig. Cienc. Salud, 64-71.



Anexo 3

Major Tissues
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Figura 3. Expresidn normal del gen ABL1 en tejidos humanos.
Fuente: http://lwww.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ABL1, obtenido el 11 de marzo de 2016
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Anexo 4
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Figura 4. Diagrama esquematico de los genes AML1, ETO y del transcrito AML1-ETO, cebadores utilizados
para su amplificacion. Nota. a. Diagrama esquematico de los puntos de corte de los genes AML1 y ETO
implicados en la t(8;21)(q22,q22), la numeracién de los exones esta orientada segun la posicidn centrémero
(cen), telomero (tel). b. Diagrama esquematico del transcrito AML1-ETO, los nimeros bajo el gen de fusion
corresponden a los nucledtidos implicados de cada exén (57). Se sefiala la posicion de cada uno de los
cebadores utilizados en la amplificacion del transcrito de fusion.

Fuente: Modificado de: van Dongen, J. J., Macintyre, E. a, Gabert, J. a, Delabesse, E., Rossi, V., Saglio, G., ...
Biondi, a. (1999). Standardized RT-PCR analysis of fusion gene transcripts from chromosome aberrations in
acute leukemia for detection of minimal residual disease. Report of the BIOMED-1 Concerted Action:
investigation of minimal residual disease in acute leukemia. Leukemia : Official Journal of the Leukemia Society
of America, Leukemia Research Fund, U.K, 13(12), 1901-1928.
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Anexo 5

A o R o T T 50ph

Figura 5. Estandarizacion de la técnica RT-PCR para el transcrito AML1-ETO: electroforésis de la
estandarizacion de la RT-PCR para el transcrito AML1-ETO, para dicha estandarizacién se probaron tres

temperaturas de hibridacion (T: 64.3, 65.3, 66.7°C), tomando la temperatura de 65°C como optima.



Anexo 6

58

=
=
-
-
LMA-21: 260+338pb LMA 41: 260+338pb
LMA-88: 260+338pb LMA-89: 260+338pb N
=1
)3 { —
= £
= =
= s
: — -
T - LMA115LMA-116: LMA-121: 260+338
: P 260+338pb : pb

Figura 6. Resultados de electroforesis de la RT-PCR para el transcrito AML1-ETO, en todas las amplificaciones
se puede observar la presencia de dos bandas de 260 y de 338 pb, muestras positivas LMA 21-121.
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Figura 7: Resultados de electroforesis de la RT-PCR para el transcrito AML1-ETO, en todas las amplificaciones
se puede observar la presencia de dos bandas de 260 y de 338 pb, muestras positivas LMA 127-194.
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Figura 8: electroforesis de la RT-PCR para el transcrito AML1-ETO, en todas las amplificaciones se puede
observar la presencia de dos bandas de 260 y de 338 pb, muestras positivas LMA 195-217.
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POSITIVOS
19%
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NEGATIVOS
81%
Grafica 1. Frecuencia del transcrito AML1-ETO
Anexo 8

Tabla 19. Frecuencia del transcrito AML1-ETO relacionado con otras poblaciones

Pais Frecuencia
China 13.6
Cuba 15%
Estados Unidos 8-15%
Guatemala 18.7%
India 14.58%
Irén 3-4%
Reino Unido 12-14%

Fuente: datos experimentales; (Menéndez et al., 2012; American Center Society INC, 2014 ; Harrison, Hills, & Moorman,
2010; Grimwade, Hills, & Moorman, 2010; Bhatia et al., 2012; Zhijian, Yu-book, & Jianbo, 1995; Kumari, 2013.

61



62

Anexo 9

Grafica 2. Relacion del recuento plaquetario y positividad del transcrito AML1-ETO
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Se puede observar que existe diferencia significativa en los recuentos plaquetarios entre los pacientes que tuvieron presente el transcrito
AML1-ETO 'y los que estuvieron ausente.

Fuente: datos experimentales.
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INSTITUTO PARA LA INVESTIGACION CIENTIFICA Y EDUCACION DE LAS
ENFERMEDADES GENETICAS Y METABOLICAS HUMANAS

BOLETA DE RECOLECCION DE DATOS DE PACIENTES

CcODIGO DE LA
MUESTRA

Uso exclusivo
INVEGEM

DATOS GENERALES DEL PACIENTE

INFORMACION HEMATOLOGICA

NOMBRE:
EDAD: FECHA DE NACIMIENTO: / /
LUGAR DE ORIGEN:

ETNIA:

TELEFONO:

DIRECCION:

FECHA: / /
RECUENTO ERITROCITARIO:
RECUENTO LEUCOCITARIO:
RECUENTO PLAQUETARIO:
HEMOGLOBINA: HEMATOCRITO:
% BLASTOS:

TIEMPOS DE COAGULACION (PACIENTES CON TV)

INFORMACION CLINICA DEL PACIENTE

HOSPITAL DE REFERENCIA:
[ ] ROOSEVELT [] 1GSS

|:| GENERAL SAN JUAN DE DIOS
[] OTRO (especifique):

MEDICO QUE REFIERE:
TELEFONO:
IMPRESION CLINICA:

[JuMct [JLLAz []JTE3 [JPv+ []MIs

[]JTve []JSMD? [ ]JLMA® SUBTIPO LMA:
EVENTOS TROMBOTICOS PREVIOS:

[INO []SI  No.DEEVENTOS:
ESPLENOMEGALIA: [ |NO []SI GRADO:______
OTROS HALLAZGOS RELACIONADOS A LA ENFERMEDAD:

[] UNOP

FECHA: / /

TIEMPO DE PROTROMBINA:
TIEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL:

OTRAS PRUEBAS

FECHA: / /
CARIOTIPO/FISH*:

FECHA: / /
INMUNOFENOTIPO*:

FECHA: / /
ECOGRAFIA DOPPLER**:

FECHA: / /

TOMOGRAFIA HELICOIDAL**;

*Llenar en LMC y LLA; ** llenar en TV

;Leucemia. Mieloide . CréniCé.l,. .ZLeucemia .Linf.oblés.tica . Ag,u.da, PACIENTES EN TRATAMIENTO CON IMATINIB O
Trombocitosis Esencial, “Policitemia Vera, SMielofibrosis Idiopatica, -
STromboembolismo Venoso, 7 Sindromes Mielodisplésicos, 8Leucemia ANALOGOS
Mieloide Aguda. .
FECHA DE RECOLECCION: / / Eii?gﬁ;?;gg ;EIS\;TS/.XMIENTO: / /
TIPO DE MUESTRA: |:| SANGRE PERIFERICA )

[ ] MEDULA OSEA
PRUEBA TUBO DE RECOLECCION TIPO DE MUESTRA
ANALISIS CUALITATIVO DE LOS TRANSCRITOS ETV6-AML1 t(12;21) E2A-PBX A
t(1;19) MLL-AF4 t(4;11) y BCR-ABL t(9;22) EN LLA. 1 TUBO EDTA (MORADO) MEDULA OSEA*
ANALISIS CUALITATIVO DEL TRANSCRITO BCR-ABL t(9;22) EN LMC. 1 TUBO EDTA (MORADO) MEDULA OSEA*

ANALISIS CUANTITATIVO DEL TRANSCRITO BCR-ABL t(9;22) EN LMC

3 TUBOS EDTA (MORADO) ** SANGRE PERIFERICA

ANALISIS CUALITATIVO DE LA MUTACION V617F DEL GEN JAK2 EN TE, PV Y MI.

2 TUBOS EDTA (MORADO) SANGRE PERIFERICA

MUTACIONES PUNTUALES EN FACTOR VY FACTORIT EN TV

2 TUBOS EDTA (MORADO) SANGRE PERIFERICA

ANALISIS DE LA DELESION 5¢q EN SMD 1 TUBO HEPARINA (VERDE) MEDULA OSEA
ANALISIS CUALITATIVO DE LOS TRANSCRITOS AML1-ETO t(8;21), PLM-RAR« 1 TUBO EDTA (MORADO) MEDULA OSEA*
t(15;17), CFBF-MYH11 inv(16) y MONOSOMIA 7 EN LMA 1 TUBO HEPARINA (VERDE)

* Utilizar sangre periférica en recuentos >100,000 leucocitos/mm3 y un porcentaje de blastos >90%

** Andlisis recomendado para seguimiento de terapia, 8ml minimo

para pacientes con conteo leucocitario dentro del rango (5,000-10,000/mm3), de lo contrario comunicarse al laboratorio antes de la toma de la muestra.

Km 28.5 Carretera a Barcenas, Santa Lucia Milpas Altas. Sacatepéquez, Guatemala.




INVEGEM

INSTITUTO PARA LA INVESTIGACION CIENTIFICA Y EDUCACION DE LAS
ENFERMEDADES GENETICAS Y METABOLICAS HUMANAS

INFORMACION GENERAL

INDICACIONES PARA LA TOMA DE MUESTRA

1. Ayuno previo de 6 - 4 horas a la toma de muestra.
2. Requisitos minimos de las muestras:
3. Recolectar la muestra en tubos al vacio con EDTA (morado) y con Heparina (verde) cuando se requiera.
4. Volumen requerido segun el tipo de analisis solicitado:
e Sangre periférica: 4 mL por tubo solicitado
e Médula Osea: 3 mL (minimo 2 mL por tubo)
e No coagulada
e No hemolizada
5. Almacenamiento y transporte:
e Muestras recolectadas en tubos con EDTA: almacenar y transportar a 4 °C
e Muestras recolectadas en tubos con Heparina de Sodio: almacenar y transportar temperatura ambiente (25°C)
e No deben congelarse
e Deben ser referidas menos de 24 horas después de la toma
e Las muestras se recogen unicamente de lunes a viernes de 8:30 a 12:00 horas.

HORARIO DE ATENCION Y CONSULTAS

Km 28.5 Carretera a Barcenas, Santa Lucia Milpas Altas. Sacatepéquez, Guatemala.
Lunes a Viernes 8:00 - 16:30 horas
PBX: 66243838

Km 28.5 Carretera a Barcenas, Santa Lucia Milpas Altas. Sacatepéquez, Guatemala.
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Consentimiento Informado para Pruebas Genéticas

1. Titulo del proyecto

“Genética de la leucemia mieloide aguda (LMA)”

(Este estudio se basara en el andlisis de acidos nucleicos para evaluar la presencia de
genes alterados en su enfermedad)

2. Investigador Principal
Dra. Claudia Carranza

3. Institucién
INVEGEM

El presente documento es un consentimiento informado que le brindard a usted y su
familia informacién importante sobre los estudios. Puede que el documento contenga
palabras que usted no entienda. Por favor pregunte al investigador encargado o a
cualquier personal del estudio para que le explique cualquier palabra o informacion que
usted no comprenda claramente. Usted puede llevarse a su casa una copia de este
consentimiento informado para pensar sobre este estudio o para discutir con su familia o
amigos antes de tomar la decision de participar en él.

INTRODUCCION

Usted ha sido invitado a participar en esta investigacion. Antes de que usted decida
participar en el estudio por favor lea este documento cuidadosamente. Haga todas las
preguntas que usted tenga, para asegurarse de que entienda los procedimientos del
estudio, incluyendo los riesgos y los beneficios.

PROPOSITO DEL ESTUDIO

El propdsito del presente estudio una caracterizacién genética de la leucemia mieloide
aguda, es decir detectar la presencia de genes que se encuentran alterados en leucemia,
lo que permitira un mejor manejo de su enfermedad ya que le serviran a su médico para
conocer el pronédstico de su enfermedad; y por lo tanto elegir con mayor exactitud el
tratamiento mas adecuado para usted.

Ademas se estudiardn otros genes que ayuden a conocer mejor la genética de la
leucemia mieloide aguda; por lo que se obtendra informacién que permita conocer mejor
los mecanismos de produccion del cancer y asi facilitar la cura del mismo.
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PARTICIPANTES
Las personas que podran participar en este estudio deben de tener un diagndstico
confirmado de leucemia mieloide aguda, y ademas seguir segun los siguientes criterios:

Criterios de Inclusién
e Pacientes de 0-99 afios.
e Diagnoéstico confirmado de leucemia mieloide aguda.
¢ Sin tratamiento previo.
e Pacientes con recaidas.

Criterios de exclusion:
e Paciente que presente otras formas de leucemia
e Pacientes que ya se encuentren en tratamiento
e Pacientes con recaidas

Con el fin de identificar la existencia de estos cuatro marcadores genéticos, el presente
estudio requiere su participacion, ya que reune los criterios de inclusién para colaborar
con el estudio. Su participacién es completamente voluntaria y puede abandonar el
estudio en cualguier momento sin ser penalizado.

PROCEDIMIENTOS

El cumplimiento de uno o mas de los criterios de inclusién indican que su médico
sospecha que usted tiene leucemia mieloide aguda, y por lo tanto se procede a la
extraccion de sangre periférica 0 médula 6sea. La extraccion de sangre periférica se
llevara a acabo por venopuncion (extraccion de sangre de una vena) y la de médula 6sea
por puncion al interior del hueso; la muestra extraida sera enviada en dos tubos, uno con
tapa morada (EDTA) y otro con tapa verde (heparina) al laboratorio de biologia molecular
y citogenética de INVEGEM, para su respectivo analisis.

RIESGOS

Los riesgos de la venopuncion son minimos y generalmente se relacionan a hematomas
(moretes que se quitan con el tiempo) en el lugar de puncién, los cuales no representan
un riesgo para su salud y desaparecen en pocos dias, sin necesidad de tratamiento.
Ademas puede causar dolor, mareos y en raras ocasiones infecciones. Los riesgos de la
extraccion de médula désea también son minimos, pueden encontrarse en algunas
ocasiones sangrado o infecciones, hematomas y dolor.
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BENEFICIOS

La determinacion de la presencia de los marcadores: Inv16, t(15;17), t(8;21), monosomia
7, gen flt3, c-kit ; NMPL1 y otros genes, que brindan informacién sobre el prondstico de su
enfermedad. En el caso de tener algun marcador positivo, su médico sabra que su
enfermedad tienen un prondstico favorable para usted, si en caso es negativo, también
esto guiara al médico a seleccionar los tratamientos mas adecuados. Ademas sus
resultados contribuirdn a mejor conocimiento de la leucemia mieloide aguda en
Guatemala.

Sin importar el resultado del analisis, se le entregara una copia de los resultados como
evidencia del analisis efectuado en el estudio. Y por Ultimo también su informacién
ayudara en otros proyectos de investigacion que ayuden a la cura y tratamiento del
cancer.

PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD

Si usted elige participar en este estudio, el investigador del estudio conseguira
informacion personal sobre usted. Esto puede que incluya la informacion que puede
identificarle. También puede conseguir informacion sobre su salud incluyendo,
expedientes médicos actuales y del pasado que pueden incluir resultados de laboratorios,
placas o examenes fisicos

Los resultados de esta investigacion pueden ser publicados en revistas cientificas o ser
presentados en las reuniones médicas, pero su identidad no sera divulgada. La
informacién de su salud ser4 mantenida tan confidencial como sea posible bajo la
ley. Esta autorizacion servira hasta el final del estudio, a menos que usted la cancele
antes. Usted puede cancelar esta autorizacidon en cualquier momento enviando un aviso
escrito al Investigador Principal: Dra. Claudia Carranza Coordinadora de Laboratorios
INVEGEM Tel. 40507444 Correo electronico: ccarranza@invegem.org

Si usted cancela esta autorizacion, el Investigador Principal no usara ni divulgara su
informacién personal ni de su salud.

La autorizacion para el uso y el acceso de la informacion protegida de la salud para los
propositos de la investigacion es totalmente voluntaria.

PARTICIPACION Y RETIRO VOLUNTARIOS
Su participacion en este estudio es voluntaria. Usted puede decidir participar o retirarse
del estudio en cualquier momento, su decision no resultard en ninguna penalidad.
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UTILIZACION DE MUESTRAS Y RESULTADOS

La muestra de médula 6sea o sangre obtenida de usted sera utilizada para el presente
estudio; y no saldra del pais, el analisis se realizara en INVEGEM. Se podra almacenar su
muestra para futuros estudios dentro de las instalaciones de INVEGEM, y se podré utilizar
para otros estudios que ayuden al conocimiento de la genética de leucemia mieloide
aguda.

PREGUNTAS
Si tiene alguna pregunta sobre este estudio o sobre su participacion usted puede
contactar a:
e Dra. Claudia Carranza, Coordinadora de Laboratorios INVEGEM
Tel. 40507444 Correo electrénico: ccarranza@invegem.org .
e Dr. Mario Alberto Figueroa Alvarez, Presidente Comité Nacional de Etica en Salud
Tel. 59080340

OTROS ASPECTOS DE INTERES:

e Si existiera informacién de relevancia en el presente estudio, se le dara
conocimiento del mismo.

¢ No se dara ningun tipo de compensacion para la participacién, su participacion es
totalmente voluntaria.

e Siempre se respetara la opinion de cada participante.

¢ No existe ningln conflicto de interés con respecto al patrocinio del proyecto ni en
el equipo investigador.

No firme este consentimiento a menos que usted haya tenido la oportunidad de hacer
preguntas y recibir contestaciones satisfactorias.

Si usted firma, aceptando su participacion en este estudio, recibira una copia del
consentimiento con su firma, el sello de aprobacion de INVEGEM vy la fecha.
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Sefores
Instituto de Investigacion sobre Enfermedades Genéticas y Metabdlicas
INVEGEM

Yo, (nombre y apellidos) de afios edad y
con cédula de vecindad o DPI he sido infirmado/a sobre la
participacion de mi o de mi hijo en el proyecto “Genética

de la leucemia mieloide aguda (LMA)” en el que se tomara una muestra de sangre
periférica 0 médula 6sea para la realizacion de las pruebas necesarias. El resultado de
la prueba de brindara informaciéon a mi médico sobre el pronéstico de mi enfermedad o
la de mi hijo.

El procedimiento de extraccién de sangre periférica o0 médula 6sea constituye un
procedimiento seguro para mi salud y sin complicaciones importantes o que afecten mi
integridad fisica.

Autorizo el uso de la muestra de sangre periférica 0 médula 6sea para la presente
investigacion y otras investigaciones que contribuyan a conocer mas sobre el
comportamiento y tratamiento de la enfermedad.

Por lo tanto, otorgo mi consentimiento para la extraccion de sangre periférica 0 médula
Osea y uso del resultado de mi prueba para la presente investigacion. Comprendo que
mis datos pueden ser publicados en revistas cientificas o ser presentados en reuniones
médicas, pero mi identidad no seré divulgada.

Fecha:

Firma del Paciente o huella digital:

Firma del médico/persona que realizd la extraccion:

Sello de la institucion

< INVEGEM

INVEGEM / ROZAS BOTRAN ONG
Instituto para la Investigacidn Cientifica y
Educacidn acerca de las Enfermedades
Genéticas y Metabdlicas Humanas
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