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RESUMEN

Hasta el momento, existen pocos marcadores moleculares de cancer aplicados en
la practica clinica, por lo cual hay una imperiosa necesidad para encontrar
biomarcadores de este tipo. Se ha reportado que algunos canales de K*
dependientes de voltaje juegan un papel importante en diferentes tipos de
neoplasias, en las cuales se han encontrado sobreexpresados. La sobreexpresion
de algunos de estos canales (EAG, HERG1, HERG1B) han ayudado a
establecerlos como marcadores diagnosticos y prondésticos de algunas neoplasias
como cancer cervicouterino, leucemias, carcinoma gastrico y carcinoma de células
escamosas de esoéfago. Incluso, en algunos de éstos, se han determinado como
marcadores prondsticos relaciondndose directamente con la sobrevida de los

pacientes.

Por lo anterior, en el presente trabajo se llevo a cabo el analisis de la expresion del
gen que codifica al canal ibnico KCNH4 utilizando la técnica de PCR cuantitativa
en biopsias de Leucemia de pacientes de nacionalidad mexicana. Los resultados
obtenidos fueron: en todas las muestras estudiadas (40) de diferentes tipos de
Leucemia se amplificé el gen de control interno de la reaccién de la RTPCR,
p-actina humana. De éstas, en 32 muestras se observo sobreexpresion del gen
KCNH4 (80%), mientras que 11 muestras fueron negativas (20%). De las 32
muestras con amplificacion de KCNH4 por RTPCR cuantitativa, 11 muestras
(35%) tuvieron el diagnéstico histolégico de Sindrome mielodisplasico (SMD), 9
(28%) de Leucemia mieloide cronica (LMC), 4 (13%) de Leucemia linfoblastica
aguda (LLA), 3 (9%) de Leucemia mieloide aguda (LMA), 3 (9%) de Leucemia
promielocitica aguda y 2 (6%) de Leucemia linfoblastica cronica (LLC). Este
trabajo es innovador ya que constituye el primer estudio de la expresion del gen
KCNH4 y su posible relacion en cancer, en particular en Leucemias. Es indudable
gue la expresion de KCNH4 esta aumentada en este tipo de neoplasias, por lo que
es importante estudiar mas sobre el papel de este gen en la carcinogénesis y

determinar de qué manera participa en este proceso.



ABSTRACT

There are only a few molecular markers of cancer which can be applied to the
clinical practice so far. Therefore, there is an urgent need to find such biomarkers.
Some voltage-dependent K* channels have been found overexpressed in different
types of neoplasia and have been reported to play an important role in cancer. The
overexpression of some of these channels (EAG, HERG1 and HERG1B) has
helped to establish them as diagnostic and prognostic markers in some
malignancies such as cervical cancer, leukemia, gastric carcinoma and esophagus
squamous cell carcinoma. In fact, some of them have been described as
prognostic  markers, directly related to the survival of patients.
Hence, the analysis of the expression of the gene encoding the ion channel
KCNH4, was carried out in biopsies from Mexican leukemia patients in this work by
using quantitative PCR. The results are: we amplified the internal control gene
human B — actin in all samples studied (40) of different types of leukemia. From
these, 32 samples showed an overexpression of the gene KCNH4 (80%), while 11
samples were negative (20%). From the 32 samples that amplified KCNH4 by
quantitative RTPCR, 11 samples (35%) were diagnosed histologically as
myelodysplastic syndrome (MDS), 9 (28%) as chronic myeloid leukemia (CML), 4
(13%) as acute lymphoblastic leukemia (ALL), 3 (9%) as acute myeloid leukemia
(AML), 3 (9%) as acute promyelocytic leukemia and 2 (6%) as chronic lymphocytic
leukemia (CLL). This work is innovative because it is the first study concerning the
gene expression of KCNH4 and its possible relationship to cancer, particularly
leukemia. Clearly, the expression of KCNH4 is increased in this neoplasia, so it is
important to study more about the role of this gene in carcinogenesis and to

determine how it is involved in this process.

Keys words: Leukemia, KCNH4 channel, molecular diagnosis.



1INTRODUCCION

1.1 DEFINICION

El cancer se desarrolla por una proliferacién celular descontrolada con una
expresion morfolégica muy diversa con respecto a sus precursores. La semejanza
estructural de la célula tumoral con su posible origen, permite establecer
diagnoésticos especificos en cuanto a la fuente y conducta potencial de la
neoplasia. Esta proliferacién incontrolada, forma un conglomerado anormal de

células, la cual persiste después de haber cesado el estimulo inductor”.

Las leucemias son proliferaciones clonales de células inmaduras del sistema
hematopoyético que se caracterizan por un bloqueo en la diferenciacion celular o
una diferenciacién aberrante. Las células de leucemia rapidamente se acumulan
en la médula 6sea reemplazando la mayoria de las células hematopoyéticas
normales, impidiendo la produccion de las células sanguineas periféricas, llevando
a manifestaciones clinicas de anemia, trombocitopenia e infecciones.
Simultaneamente, puede ocurrir invasiéon del sistema monocitico-macréfago,
llevando a la expresion clinica de hepato-esplenomegalia o linfadenopatia

generalizada, cuando el compromiso es ganglionar?.

La etimologia literal es “sangre blanca”, la palabra esta formada por 2 elementos

griegos: leuc una variante de leuco (Asukdg) = blanco y emia (aipa) = sangre®.



1.2 HISTORIA DE LAS LEUCEMIAS

El primer medico en describir la leucemia fue Alfred-Armand-Louis-Marie Velpeau
en 1827, quien observo un paciente de 63 afios con fiebre, debilidad y crecimiento
abdominal acentuado. Encontré en la autopsia hepatoesplenomegalia (el bazo
pes6 4 kg.) y la sangre era espesa®. Por otra parte, Barth y Donné estudiaron en

1839 por primera vez las células leucémicas microscépicamente™®.

Los estudios iniciales de pacientes vivos con leucemia se hicieron en 1845 por tres
investigadores de la época: Virchow’ en Alemania, el cual llamé a la enfermedad
sangre blanca y fue el primero en proponer que el problema no era infeccioso sino
una patologia diferente que afectaba a ciertos 6rganos, Bennett® y Craigie® en
Escocia, los cuales reconocieron también la entidad como un problema propio de
los glébulos blancos. Virchow™, introdujo dos afios después el término leucemia,
el cual ha perdurado hasta nuestros dias, describiendo a la vez dos tipos de
leucemia: la esplénica, asociada con esplenomegalia y la linfatica, donde se
presentaba aumento de tamafio de los ganglios linfaticos. Afios después, en 1857,
Friedreich'* describi6 por primera vez una modalidad de leucemia que llamé

aguda, y Neumann establecid la existencia de la leucemia mielégena®?.

1.3 EPIDEMIOLOGIA DE LAS LEUCEMIAS EN MEXICO

El cancer puede afectar a personas de todas las edades, pero el riesgo aumenta
conforme se va incrementando la edad. El cancer causa cerca del 13% de todas
las muertes en el mundo. De acuerdo con la Sociedad Americana del Cancer, 7.6

millones de personas murieron de cancer en el mundo durante 2007*3.

En México, de 1998 a 2007 se observa que las defunciones por tumores malignos
tienden a incrementarse. Durante 2007, se registraron 514,420 defunciones,
55.4% de hombres y 44.6% de mujeres; de las cuales, los tumores malignos

ocuparon el tercer lugar entre las principales causas de muerte del pais con
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68,815 casos (13.4%), solo por debajo de los decesos por las enfermedades del
sistema circulatorio y las enfermedades enddcrinas, nutricionales y metabdlicas.
Para 2007, las leucemias ocuparon la segunda causa general de egreso
hospitalario, con 13 de cada 100 egresos. En el periodo 2004-2007, en los
varones, los egresos hospitalarios por leucemias son la primera causa, mostrando
un incremento de 16.9% a 19.4%, seguidas por cancer de préstata (8%) y céncer
de traquea, bronquios y pulmon (6%). En mujeres, las leucemias ocupan el tercer
lugar en egresos (12%), después del cancer de mama (20%) y cancer en el cuello
del Utero (13%) (Tabla 1).

Tabla. 1. Distribucion porcentual de egresos hospitalarios por tipo de tumor maligno para
cada sexo, 2006. Modificado de INEGI 2008™.

Tipo de tumor maligno Hombres Mujeres
Total 100.0 100.0
Del estomago 4.0 2.7
Del colon 3.7 28
Del rectosigmoides, recto yano 2.4 18
Traquea, bronquios y pulmon 8.0 28
Mama 0.4 19.8
Cuello del Utero 0.0 13.1
Leucemias 18.8 1.9
~Labio, cavidad bucal yraringe 2.3 T2
Esofago 1.5 04
Higado 2.4 19
Pancreas 1.9 15
Melanoma y otros tumores de |a piel 0.8 08
Cuerpo del utero 0.0 28
Ovario 0.0 7.3
Prostata 7.8 0.0
Vejiga 2.9 09
Otros 451 287
Fuente: SSA, DGIS. Egresos Hospitalarios, 2006, Base de datos. Procesd INEGI.
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En su conjunto las leucemias, agudas y crénicas, constituyen el 6.2% en hombres,

y 5.4% en mujeres de todos los tipos de cancer (Fig. 1).

2006 2007 Tumores malignos 2006 2007

36 31 Encéfalo 26 23
2.5 2.3 Laringe 04 0.3
166 14.0 Traguea, bronquios y pulmdn 7.7 68
0.1 0.1 Mama 150 138
86 71 Higado 92 76
S8 s2 Péncreas S8 S4
104 9.0 Estomago 84 75
35 33 Vias urinarias 22 20
171 15.7 Prostato Ovaros 55 48
Cuelio del Gtero 13.8 121
S0 46 Colon 48 47
70 62 Leucemia S8 s4f
40 36 Linfoma no Hodgkin 30 27
16.0 258 Otros 158 245

Fuente: INEGL Estadisticas Viales. Defunciones 2006 y 2007. Base de datos

Fig. 1. Distribucién porcentual de las principales causas de defuncién Por tumores malignos
seglin sexo, 2006-2007. Modificado de INEGI, 2008 ‘

En cuanto a la mortalidad por edades, en 2006, Entre la poblacién de 15 a 24
afos, los tumores malignos ocupan el tercer lugar como causa de muerte (8.6%
de los fallecimientos), la leucemia ocasiona 38.1% de los decesos por cancer. En
los varones, significan la cuarta causa de fallecimientos con 7.2% de muertes, y en
las mujeres la segunda con 12.0 por ciento. La tercera causa de muerte en el
grupo de 25 a 34 afos es debida a los tumores malignos (8.6% de los decesos).
En los varones, representan la quinta causa con 5.5% de las muertes; la leucemia
ocasionando 18.7% de os decesos de hombres de esta edad. En las mujeres, los

tumores malignos ocupan el primer lugar, 17.2% de los fallecimientos son
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causados por éstos, principalmente por el de mama y el de cuello del utero
(32.6%) (Fig. 2).
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Fig. 2. Distribucién porcentual de poblacién por tipo de tumor maligno segln sexo y
grandes grupos de edad, 2007. Modificado de INEGI 2008™.

Entre las personas de 35 a 44 afos, los tumores malignos son la segunda causa
de muerte (13.8% de los fallecimientos). En los varones, la leucemia, el tumor
maligno de estomago, y el de traquea, bronquios y pulmén son motivo en conjunto
de 33.5% de las muertes por cancer, y en las mujeres concentran 16.0% de los
decesos, los de mama y el de cuello del Gtero ocasionaron 46.7% de los
fallecimientos por cancer en esas ultimas. Entre las personas de 35 a 44 afos, los
tumores malignos son la segunda causa de muerte (13.8% de los fallecimientos).
En los varones, la leucemia, el tumor maligno de estomago, y el de traquea,
bronquios y pulmon son motivo en conjunto de 33.5% de las muertes por cancer, y
en las mujeres concentran 16.0% de los decesos, los de mama y el de cuello del

Utero ocasionaron 46.7% de los fallecimientos por cancer en esas ultimas (Fig. 2).
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1.4 LEUCEMIA EN NINOS

En nuestro pais, el cancer en nifios pas6 del decimotercer lugar como causa de
muerte en 1971, al segundo lugar entre la poblacién de 1 a 14 afios a partir del
afio 2000™. En 1995, representaron 11.4% del total de las defunciones que
ascendieron a 48,222, con una tasa de 52.6 por 100,000 habitantes (Tabla 2).
Tabla 2. Mortalidad por tumores malignos en poblaciéon menores de 15 afios. Tasa por

100,000. Fuente: Secretaria de salud. Direccién general de estadistica e informatica.
Mortalidad 1995™.

Orden de No. de Defunciones
Grupo de edad Importancia defunciones Tasa T+
Infantil 17 81 19 02
Preescolar & 467 53 09
Ezcolar 2 030 43 19
General 2 48201 326 100.0

* Por 100,000 RNV:
+ con tespecto al total de muertes por tomores.

Los datos comparativos por grupos de edad, del tipo de neoplasias registradas
entre los afios de 1980 y 1991, permiten apreciar que sélo la leucemia y los
tumores del encéfalo, que ocuparon respectivamente el primero y segundo lugar,
fueron constantes, tanto en ambos afios como en los grupos de menores de un

afio, de preescolares y de escolares™.

Para 2006, se reportaron 73 decesos de mortalidad por tumores malignos en
menores de un afo, lo que fue una de las 14 principales causas de decesos de
este grupo demografico. En la poblaciéon de 1 a 4 afios de edad, los tumores
malignos son la cuarta causa de muerte (7.7% del total), representando la

leucemia 48.5% de los decesos™®.
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En el grupo de 5 a 14 afios, los tumores malignos representan la segunda causa
de mortalidad con 16.3% de los decesos; la leucemia provoca poco mas de la
mitad (52.2%) de los fallecimientos ocurridos por cancer en el grupo™.

Asimismo, las leucemias agudas son de los tipos de cancer mas frecuentes en la
infancia. En 1999, se describié que este tipo de leucemias representan alrededor
del 40% de todas las neoplasias, mientras que en otros paises constituyen entre
30 y 34% " En un estudio de 1998-2002, se determiné que en México la
mortalidad por leucemias en menores de 20 afos represento el 51.1% de las
muertes por neoplasias malignas. La razon hombre/mujer fue de 1.3. Los grupos
de edad mas afectados fueron los de 5-9 y 10-14 afios, ambas con tasa media de
mortalidad anual de 27.7 por 106 habitantes, por lo cual se considera que
representa un problema de salud publica nacional, por lo que el diagndstico
temprano y tratamiento especifico deben ser de alta prioridad®®. Actualmente se
reconoce que en diferentes partes del mundo la frecuencia de las leucemias

agudas se ha incrementado®?,

De 1982 a 1991 en México se observé aumento importante en la incidencia de las

leucemias agudas linfoblasticas'®%

en 1982 se reportd una tasa de incidencia de
7.75 por millébn de nifios menores de 15 afios y para 1991 se alcanz6 22.19 por
millén. Entre 1993 y 1994, en el Instituto Mexicano del Seguro Social se encontro

una frecuencia de 34 por millén?3; entre 1996 y 1998 fue de 60.3 ?*.

Datos que abarcan el periodo de 1996 a 2000 muestran una tasa de 63.7, una de

las mas altas reportadas en el mundo?.

El costo de la atencion de cada nifio con cancer en las instituciones de salud
representa alrededor de 620 mil délares anuales®®. Ademas, la tasa de mortalidad
por cancer en los paises subdesarrollados es el doble que los paises

desarrollados?’.

En una nacion con pocos recursos para la atencion médica y que no puede

garantizar una sobrevida elevada en enfermedades como el cancer, se considera
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una prioridad instrumentar medidas preventivas especificas que puedan disminuir

los casos de esta enfermedad?®.
1.5 DESARROLLO NORMAL DE LAS CELULAS SANGUINEAS

Los elementos formes sanguineos aparecen primero en la tercera semana del
desarrollo embrionario en el saco vitelino, pero estas células proceden de una
poblacion de células madres primitivas limitadas a la produccion de células
mieoloides. Estudios actuales sugieren su procedencia del mesodermo de la
region intraembrionaria aorta/génada/mesonefros, pero también existen pruebas
de un origen dentro de un pequefio subconjunto de células madre derivadas del
saco vitelino. Sin importar su origen, las células madres derivan hacia el higado,
organo que representa el principal productor de células sanguineas durante la
embriogénesis (eritropoyesis fetal) y hasta poco antes del nacimiento. A partir del
cuarto mes del desarrollo, las células madre migran hacia la médula ésea para

comenzar la hematopoyesis en ese sitio?®%,

En el higado disminuye la
hematopoyesis al momento del nacimiento y en los lactantes s6lo quedan escasos
focos, que se convierten en inactivos. A los 18 afios soOlo las vértebras, las
costillas, el esterndn, el craneo, la pelvis y las regiones epifisiarias del humero y el
fémur, conservan médula 6sea roja; la médula restante se convierte en amarilla,

grasa, e inactiva®%.

1.6 ORIGEN Y DIFERENCIACION

Los hematies, granulocitos, monocitos, plaquetas y linfocitos tienen un origen
comun desde células madre hematopeyeticas pluripotenciales que ocupan la cima
de una jerarquia completa de progenitores. La célula madre pluripotencial da
origen a dos tipos de progenitores multipotenciales: la célula madre linfoide comun
y la célula madre mieloide comun. A su vez la célula madre linfoide comun da
origen a dos tipos de progenitores multipotenciales: la célula madre linfoide comun
y la célula madre mieloide comun. A su vez la célula madre linfoide comdn da

lugar a precurosores de las células T, B y Natural Killer (células asesinas
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naturales). De la célula madre mieloide comun proceden al menos tres tipos de

células madre comprometidas capaces de diferenciarse a lo largo de las vias

. . . . . . . . 33 .
eritroide/megacariocitica, eosinofila, y granulocitica/macrofagica (Fig.3).
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Fig.3. Origen y desarrollo de las células madre hematopoyéticas pluripotenciales13

1.7 CLASIFICACION

Este sistema de clasificaciéon de acuerdo a la OMS®** proporciona una estrategia

para agrupar a los pacientes segun la poblacion leucocitaria afectada.
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Las leucemias se clasifican por 2 factores: que tan rapido evoluciona la
enfermedad y que células afecta. Esta enfermedad se clasifica como aguda o
cronica, refiriendose a la velocidad de desarrollo y progreso. Los tipos son
divididos de acuerdo a la poblacion leucocitaria afectada, células linfoides o

células mieloides.

La célula madre mieloide se convierte en uno de tres tipos de células sanguineas

maduras: como son globulos rojos, plaquetas y granulocitos (Fig.4).

La célula madre linfoide se convierte en otra célula llamada linfoblasto y luego en

uno de tres tipos de linfocitos (linfocitos T, linfocitos B y linfocitos citoliticos)3>°

(Fig.4).

.' ’. 2
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Fig.4. Evolucién de una célula madre sanguinea®.

Las leucemias se pueden clasificar en 4 grandes grupos:

e Leucemia mieloide aguda (LMA). Ocurre en nifios y adultos.
e Leucemia mieloide cronica (LMC). Se presenta mas en adultos,

adolescentes y ancianos.
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e Leucemia linfoblastica aguda (LLA). Este tipo se ve con mas frecuencia en
nifios pero también puede presentarse en adultos mayores de 65 afios.
e Leucemia linfoblastica crénica (LLC). Se ha observado mas a partir de los

65 afios, puede afectar a adultos jévenes y nunca se ha visto en nifios®’.
1.7.1 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA INFANTIL

La Leucemia linfoide aguda (LLA) es una proliferacion neoplasica clonica de
células linfoides inmaduras del sistema hematopoyético en la cual la médula 6sea
produce demasiados linfocitos. Si no es tratada empeora muy rapido, es el cancer
mas comun en los nifios entre 2 y 15 afos y representa cerca de 85% de los

casos?®.

Se ha observado un aumento importante en la incidencia de las leucemias agudas
linfoblasticas en nuestro pais: en 1982 se reporté una tasa de incidencia de 7.75
por millén de nifios menores de 15 afios, de 22.19 por millén para 1991 2%, de 34
por millén entre 1993 y 1994, de 60.3 entre 1996 y 1998 ° 'y en 2006, se
determind la tasa de incidencia (TI) de la LLA en nifilos mexicanos siendo de 46
casos por millén con una Tl mayor en el grupo de 0-4 afios de 61.7 por millén®. Es
una enfermedad basicamente infantil, con una edad media de diagnéstico de 10
afos; la LLA puede presentarse a cualquier edad en los adultos y tiene un
pequefio aumento de incidencia en personas de mas de 70 afios. Las leucemias
linfoides agudas son principalmente enfermedades de la infancia, con incidencia
mayor entre los 2 a 5 afios de edad, en quienes representa aproximadamente el
80% de las leucemias. La LLA en adultos mayores de 15 afios es proximadamente
de 1250 casos nuevos anualmente. Tiene una distribucion bimodal, con un
segundo aumento en la incidencia alrededor de los 50 afios y un aumento

pequefio, pero sostenido con la edad mas avanzada.

En el caso de la LLA, los linfocitos no pueden combatir muy bien las infecciones.
Ademas, en la medida que aumenta la cantidad de linfocitos en la sangre y la
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meédula 6sea, hay menos lugar para los globulos blancos, los glébulos rojos y las

plaquetas sanas. Esto puede producir infecciones, anemia y sangrados faciles*’.

Las leucemias se pueden clasificar de acuerdo al grupo de riesgo como se

describe a continuacion:

e Riesgo estandar (bajo). Incluye a los nifios de 1 a 9 afios de edad con una
cantidad de glébulos blancos inferior a 50,000/mL en el momento del
diagnéstico.

¢ Riesgo alto. Incluye a los nifios menores de un afio de edad o mayores de 9
afos de edad y a los nifilos con una cantidad de glébulos blancos de 50.000
mL o mas en el momento del diagndéstico. Para planificar el tratamiento, es

importante conocer el grupo de riesgo.

También se pueden clasificar las leucemias agudas en base al sistema Franco-
Americano-Britanico (FAB). Esta clasificacion se utiliza para sefalar subtipos
morfologicos, para realizar estudios clinicos y para determinar el prondstico. La

clasificacion FAB de las LA se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Clasificacién de la Leucemia linfoblastica aguda seguin el Grupo Franco-Americano-
Britanico. LLA = leucemia linfocitica aguda. Modificada de Sala ML, 2002%°.

CATEGORIA COMENTARIOS

LLA

L1 LLA infantil Blastos son células pequefas
con citoplasma pequefio

L2 LLA adulto Blastos son células grandes

con citoplasma medio

L3 B-células maduras Blastos son células redondas

con citoplasma basdfilo
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El prondstico de las LLA es diferente segun nos refiramos a nifios o adultos. La
quimioterapia actual proporciona una curacion de casi el 80% de nifios, mientras
que los adultos se curan en un 25%. El analisis citogenético de los blastos
linfoides da anomalias en un 60-75% de pacientes con LLA. Estas alteraciones
cromosomicas se utilizan para investigar la patogénesis de la enfermedad y dar
informacion respecto al prondstico. En adultos, la diferencia en supervivencia
resulta a partir de la presencia de citogenética de riesgo bajo. Las anomalias
citogenéticas asociadas con un pobre prondéstico incluyen LLA con t(9;22)
(cromosoma Filadelfia), hecho que se observa en un 30% de pacientes L2, t(4;11)
y t(8;14) diagnosticado como L3 (Tabla 4). Otros indicadores de pobre prondstico
para la LLA incluyen un recuento de leucocitos superior a 30.000/mm3 en el
momento del diagnostico, edad superior a 35 afios, inmunofenotipo de células B

maduras y un largo periodo de tiempo para alcanzar la remisién completa.

Tabla 4. Leucemia linfoblastica aguda: caracteristicas citogenéticas e inmunofenotipo.
Modificada de Calasanz MJ, 2001*". LAL= Leucemia Aguda Linfoide.

Alteracion cltogenética enes Implicados
Leucemia Linfoide Aguda

LAL preB t(1: 19 q23pl3) PBXI-E2A
b= 14(g3l.q32) fL3GH
b1 2.2 1 pl3g2: TEL-AMLI

LAL B(Slg +) LS 14 q24:032) MYCIGH
tZB(pligld) [GE-MYT
L2 q24:q11) MYCIGL

LAL B o B-mielolde (20 gadgly ABL-ECR
b4 11(q2l:023) AF-MLL

LALT t(1:14(pazglly TALI/SOLTCRA
(1. T(p34.g34) LCKTCRE
L& 1hg2d:q1 1) MYCTCRA
LT3 (q35.q34) TCRE-TALZ
L(T.9(q34.q34.3) TCRE-TAN!
LT 1M g35:024) TCRB-HOXI]
L1014 2401 1) HOX1I-TCRA
b1 114 plaglD RETNZ/TTGATCRAD
LT 1135 pl) TCRE-RETNZ/ TTG2
b1 114 plaglly RETNI/TTGITCRAD
delfOot O
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1.7.2 LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

También se llama leucemia mieloblastica aguda, leucemia mielégena aguda,

leucemia no linfocitica aguda y leucemia granulocitica aguda.

La LMA, es una neoplasia de células mieloides que se produce por trasformacion
y proliferacion clonal de progenitores inmaduros que desplazan e inhiben el
crecimiento de la hematopoyesis normal. En la LMA, las células madre mieloides
generalmente se transforman en un tipo de glébulos blancos inmaduros llamados
mieloblastos (o blastocitos mieloides). Los mieloblastos en la LMA son anormales
y no se convierten en leucocitos sanos. En la LMA, a veces hay demasiadas
células madre que se desarrollan y convierten en eritrocitos o plaquetas
anormales. Estos globulos blancos, eritrocitos y plaguetas anormales también se
llaman células o blastocitos leucémicos. Las células leucémicas se acumulan en la
médula 6sea y la sangre y dejan menos lugar para los glébulos blancos, eritrocitos
y plaquetas sanos. Cuando ocurre esto, se puede presentar infeccion, anemia o
sangrado facil. Las células leucémicas pueden propagarse fuera de la sangre a
otras partes del cuerpo, como el sistema nervioso central (cerebro y médula

espinal), la piel y las encias®**?,

Es el tipo de cancer mas comun de leucemia aguda en adultos. Esta patologia se
presenta en alrededor de 2,5 pacientes, por 100.000 habitantes y afio en Estados
Unidos. La LMA afecta a personas mayores, con una edad media de diagndstico

de 65 afios™.

La LMA es una enfermedad maligna con prevalencia e incidencia menores a las
de otras neoplasias, sin embargo, tal vez es la mas estudiada desde el punto de
vista citogenético. Puede presentarse como una enfermedad primaria o de Novo, o
bien puede ser la transformacién de una mielodisplasia como consecuencia de

tratamientos para otras enfermedades neopléasicas®.
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Sin tratamiento en una enfermedad fatal, con tiempos de supervivencia media
menor a 3 meses. El analisis global a largo plazo de la enfermedad demuestra una
duracién media de la remision de 9 a 15 meses y una supervivencia global de 12-

16 % a los 7-8 afios™.

Las leucemias agudas también se pueden clasificar en base al sistema Franco-
Americano-Britanico (FAB). Esta clasificacion se utiliza para sefialar subtipos
morfologicos, para realizar estudios clinicos y para determinar el prondstico. La

clasificacion FAB de las LA se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Clasificacién de la Leucemia mieloide aguda segun el Grupo Franco-Americano-
Britanico. LMA = Leucemia mieloide aguda.

CATEGORIA COMENTARIOS

LMA no diferenciada Pobre pronéstico

LMA con diferenciacion minima | Bastones de Auer en blastos

LMA con maduracion Prondstico favorable en jovenes

Leucemia promielocitica Blastos granulados; coagulopatias

Leucemia mielomonocitica Diferenciacion mieloide/monocitica

Leucemia mielomonocitica con | Relativo buen prondstico

eosinofilia

Leucemia monocitica, poco Enfermedad extramedular

diferenciada

Leucemia monocitica, bien Igual que la M5a

diferenciada

Leucemia eritroide Rara, pronéstico pobre

Leucemia megacariocitica Rara, médula Osea fibrética;
prondstico pobre

El origen de la LMA es en parte desconocida, pero hay factores identificados como
predisponentes. Estos factores son haber estado expuesto de forma accidental a
radiaciones, explosiones atémicas, la exposicibn a benceno o derivados, los

fumadores de cigarrillos, algunas etiologias viricas, la herencia y algunos farmacos
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(fenilbutazona, cloranfenicol, hidroxiurea, etopdsido y agentes alquilantes) se han
asociado a leucemogénesis. En un 65% de las leucemias agudas (LA) se han
identificado inversiones o translocaciones cromosomicas adquiridas. Estas
reorganizaciones estructurales afectan la expresion genética y alteran el
funcionamiento normal de la proliferacién celular, diferenciacion y supervivencia*
(Tabla 6).

Tabla 6. Alteraciones cromosémicas recurrentes en Leucemias mieloides y genes
implicados. Modificada de Calasanz MJ, 2001**. LANL= Leucemia no linfoide aguda = Leucemia
mieloide aguda.

Alteracion cltogenética Cenes Implicados
Leucemia Mieloide (Ho Linfoide) Aguda

LANL-M2 t(8:.213(q22:922) ETO-AMLI
LANL-M3 t(15:17(n22:q11-12) PMLEARA
LANL-M4Eo v 16%(p13g22) 6 t{16:16) MYHI-CEFB
LANL-MS t(e:11)p22:023) AFIOMLL
LANL LB 93(p23:34) DEK-CAN

t(3:33(g21.q26) EVit

6 v (3(q2 1026)

+8 -1-b del(5q), del 20q).12p
LANLsecundaria -1.del(Ta).-5.del(5q)

t(11g27) MIL

1.7.3 LEUCEMIA PROMIELOCITICA AGUDA

La leucemia promielocitica aguda (LPA) es un subtipo de LMA (Tabla 4), que
corresponde a la variedad M3, segun la clasificacion FAB (Grupo Franco-
americano-britanico) (Tabla 5), es uno de los subtipos mas comunes de las
leucemias mieloides agudas y constituye 10 a 15% de los casos en adultos
jovenes. Por lo general, la LPA se presenta en adultos de mediana edad*. La LPA
esta caracterizada por la translocacion reciproca de los cromosomas 15y 17: t
(15;17) (922;g11-21). Como resultado de esta translocacién, en el cromosoma 15

se interrumpe el gen PML, previamente desconocido, y en el cromosoma 17 se
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interrumpe el gen de la cadena alfa (a) del receptor del acido retinoico (RARa). En
consecuencia, se sintetizan las proteinas hibridas PML-RARa y su reciproca
RARa-PML®. La primera se detecta en todos los casos de leucemia aguda
promielocitica, mientras que la segunda sélo en 70 a 80% de ésto*®. Este subtipo
de leucemia aguda mieloblastica es probablemente la que tiene el mejor
pronoéstico, siempre que se siga el tratamiento adecuado con é&cido todo trans-
retinoico (ATRA) y antraciclina. En varios estudios se ha encontrado aumento
relativo en la incidencia de leucemia aguda promielocitica en algunas poblaciones
de Europa, Africa y América Latina: 17 a 58% en nifios, hasta 22 a 37% en

47,48

adultos, de leucemias mieloides agudas En México, la leucemia aguda

promielocitica es més frecuente que en los paises caucéasicos**°.

La LPA es una entidad distinta en su presentacion clinica, respecto a las
leucemias mieloides. La presencia de granulos en los promielobastos que
contienen factores procoagulantes, como el tromboxano, produce una
coagulopatia intravascular diseminada con episodios de sangrado y una alta
mortalidad (10% en algunas series) hasta que se produce el diagnéstico. Los
RAR1 actuan como una diana terapéutica. La tretinoina (acido all-trans retinoico:
ATRA), es un compuesto retinoide que se une al RAR1 para inducir la
diferenciacion de los promieloblastos en una forma madura que sufre una muerte
programada (apoptosis). La LPA tiene un prondéstico mas favorable que otros
subtipos de LMA?.

1.7.4 LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA (LMC)

También llamada leucemia granulocitica cronica. Es un sindrome mieloproliferativo
cronico caracterizado por una proliferacion monoclonal mieloide que involucra a la
“célula madre pluripotencial”, lo cual significa que ademas de una marcada

leucocitosis en sangre periférica a base de neutrofilos, eosindfilos y basofilos, se
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ven afectadas otras lineas celulares sanguineas: megacariocitos, precursores de

hematies e, incluso, linfocitos By T.

Fue la primera neoplasia en la que se descubri6 una alteracion cromosoémica
caracteristica, el cromosoma Filadelfia (Ph)>*. Este cromosoma, que aparece en
un 85% de los pacientes, es producto de una translocacién adquirida entre los
cromosomas 9y 22. El punto de ruptura en el cromosoma 22 esté en la region bcr
(breakpoint cluster region) y en el cromosoma 9 implica al protooncogén abl. El
resultado es un oncogén bcr-abl. La LMC representa entre el 7% y el 15% de
todas las leucemias, con una prevalencia de 1-1,5 casos/100.000 habitantes y
afio®?. Es mas frecuente en varones que en mujeres (2:1), y la mediana de edad
en el momento del diagndstico es de 45 afios. No obstante, puede aparecer a
cualquier edad, incluso en nifios (3% de las leucemias infantiles). No se conoce la
causa de la LMC, aunque la exposicidbn a radiaciones ionizantes aumenta su
incidencia. También se ha relacionado con ciertos HLA (CW3 y CW4). No se

conocen factores hereditarios®.

La LMC es una neoplasia que afecta principalmente a la poblacién adulta durante
o después de la edad madura y con poca frecuencia se presenta en nifios. Su
incidencia a nivel mundial es de uno a dos casos por cada 100 mil individuos®3. En
México, la tasa de mortalidad por esta enfermedad es de tres por cada 100 mil
habitantes (Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica SSA, 1997). Se
caracteriza por presentar leucocitosis y esplenomegalia. Esta neoplasia presenta

diferentes fases:

o Fase cronica: es el inicio de la enfermedad y mediante técnicas
citogenéticas convencionales aproximadamente 90% de los casos
presenta el cromosoma Filadelfia (Ph), el cual es el resultado de una
translocacién entre los cromosomas 9 y 22, originandose diferentes
rearreglos moleculares como consecuencia de los diversos

rompimientos en ambos cromosomas, de los cuales en 98% de los
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casos dan origen al gen quimérico M-bcr/abl®®. Mediante citogenética
convencional, 10% de los casos no presentan el cromosoma Ph, sin
embargo mediante técnicas moleculares aproximadamente 50% de

ellos lo presentan®.

Fase acelerada: con el progreso de la enfermedad el paciente puede
0 no pasar a una fase de aceleracion mieloproliferativa, antes de

pasar a una fase de crisis blastica.

Crisis blastica: en esta fase de la enfermedad, 60 a 80% de los
casos presentan otras alteraciones cromosomicas no al azar, extras
al cromosoma Ph también llamadas alteraciones secundarias™.
Dichas alteraciones cromosémicas se han clasificado en ruta mayor
y ruta menor de acuerdo a su frecuencia®. En base a todos los
casos reportados en la literatura mundial (més de 1600), se sugiere
que las alteraciones cromosomicas de la ruta mayor incluyan
aguellas cuya frecuencia sea mayor o igual a 5%, las cuales son: +8,
+Ph, i(17q), +19, -Y, +21 y -7 °"*% Dado lo anterior, el paciente con
LMC puede presentar o estar precedido por un perfil citogenético
asociado con una determinada fase de la enfermedad, lo cual ha
dado paso a una investigacion intensa a nivel molecular®®. En datos
recientes se ha encontrado que la presencia de dichas alteraciones
secundarias varian significativamente de acuerdo al tratamiento
recibido durante la etapa crénica®®. En México son pocos los
estudios citogenéticos que han sido realizados en pacientes con
LMC, los cuales se han enfocado en determinar sélo la presencia del
cromosoma Ph®%®! (Tabla 7).
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Tabla 7. Alteraciones cromosoOmicas recurrentes en Leucemias mieloides y genes
implicados. Modificada de Calasanz MJ, 2001*". LMC= Leucemia mieloide crénica.

Alteracton eltogenética (Genes Implicados
Leucemia Mieloide Cronica
LMC t9:22)(g34:qll) ABL-BCR
LMC crials blastica tE22) (3401 1), ABL-BCR

1.7.5 LEUCEMIA LINFOBLASTICA CRONICA

También llamada leucemia linfoide crénica, es un sindrome linfoproliferativo
cronico que se caracteriza por la proliferacion y acumulacién de linfocitos B de
aspecto morfolégico maduro y bioldgicamente inmaduros. Las manifestaciones
clinicas dependen de la acumulacién progresiva de linfocitos B en la médula 6sea,
ganglios linfaticos y otros tejidos, asi como de las alteraciones inmunitarias
secundarias asociadas. La LLC es la forma mas frecuente de leucemia,
representando alrededor del 30% de todas las leucemias en los paises
occidentales. Presenta una incidencia en estos paises de 1,5 casos/100.000
habitantes y afio, y la mediana de edad de aparicion es de unos 60 afios. Se
desconoce la causa de la LLC, no estando relacionada con radiacién ni agentes
quimicos. Es una enfermedad adquirida, no habiéndose observado un patrén de
herencia reproducible®. El diagndstico es casual en la mitad de los casos, por
hemogramas de rutina. En un 30% de los pacientes la causa de consulta es la
aparicion de adenopatias, y en el resto de ellos la causa es variada: astenia,
anorexia, infecciones, etc. El hallazgo mas frecuente en la exploraciéon son las
adenopatias (en un 90% de los pacientes), de caracter moderado generalmente e
indoloras. El bazo puede palparse en un 60% de los casos en fases avanzadas y
en un 20-30% en el momento del diagnéstico. En ocasiones pueden detectarse
alteraciones secundarias a la infiltracion por tejido linfoide de diversos 6rganos y

tejidos, siendo la infiltracion cutanea la mas frecuente. El hallazgo de laboratorio
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mas caracteristico es la leucocitosis, habitualmente entre 20 y 50 x 109/I, con
linfocitosis superior al 75%. La anemia se observa inicialmente en un 15-20% de
los pacientes, siendo la trombopenia menos frecuente. En fases avanzadas la
neutropenia puede ser grave, favoreciendo la aparicion de complicaciones
infecciosas. Los pacientes pueden clasificarse, de acuerdo a los hallazgos
analiticos y de exploracion en tres grandes grupos prondsticos: de bajo riesgo
(30% de los pacientes, linfocitosis), de riesgo intermedio (60% de los pacientes,
linfocitosis mas adenopatias 0 mas organomegalia) y de alto riesgo (10% de los

pacientes, linfocitosis mas anemia con o sin trombopenia)®® (Tabla 8).

Tabla 8. Clasificacion de la Leucemia linfoide crénica. Modificado de: Santoro A, 1988 64,

LEUCEMIA LINFOIDE CRONICA. CLASIFICACIONES

ESTADIO RAI (1975) CARACTERISTICAS | HALLAZGOS | ESTADIO RAI
CARACTERISTICAS | HEMATOLOGICAS CLINICOS (1987)
ESTADIO
0 Linfocitosis absoluta Hb > 10 g/L Plaquetas < 3 areas A Bajo
Sangre periférica > 100 x 109/L comprometidas riesgo
(>15x109/L) y médula
0sea (> 40%)
I Linfocitosis absoluta > 3 areas B Riesgo
con linfoadenopatia. comprometidas intermedio
Il Linfocitosis absoluta
con esplenomegalia y/o
hepatomegalia.
i Linfocitosis absoluta Hb < 10 Plaquetas < 0 -5 areas C Alto riesgo
con anemia (Hb<11Hg 100 x 109/L
g/L 6 Hto <33%)
IV Linfocitosis absoluta
con trombocitopenia
100 x 103/L) (plaquetas
<

Algunos de los hallazgos citogenéticos asociados a este tipo de leucemia se
detallan en la tabla 9. Mediante la técnica de FISH se han identificado en orden
decreciente de frecuencia las anomalias cromosdmicas siguientes: delecion 13q
(51 -55 %), delecion 11q 22 -23 (18 - 20 %), trisomia 12 (15 - 16 %) y delecion 17p
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(7 -15 %). Las anomalias 17p y 11g se han planteado como factores de mal
prondstico asociados con una supervivencia mas corta. Algunos estudios sugieren

que la trisomia 12 es también un factor adverso®.

Tabla 9. Alteraciones cromosdmicas recurrentes en Leucemia linfoide crénicay genes
implicados. Modificada de Calasanz MJ, 2001*". LLC= Leucemia linfoide crénica.

Alteractin cltopenética Genes Implicados
Leucemia Linfoide Cronica
LLC-B t{14: 18y ca2:q21) |GH-BCLE
t(11: 143 c 13:q32) BCLIGH
t14: 19 ca2:ql3) |GH-BCLS
2 14)(p 13,30y BCLIAIGH

+12.del (13g)
del{11){q21q27)

LLC-T b(8:14)(q24:q11) MYGTCRA
t(14:14)(c 11q32) TCRA-TCLI
tmv(14)(q11q32) TCRA-TCLI

1.7.6 SINDROME MIELODISPLASICO

Los sindromes mielodisplasicos (SMD) comprenden un grupo heterogéneo de
entidades de origen clonal, caracterizados por diferentes grados de desajuste en
la capacidad de proliferaciéon y diferenciacibon de la célula progenitora
hematopoyética, que se expresa con citopenias progresivas, alteraciones
cualitativas en las 3 series hematopoyéticas y riesgo de transformacion en
leucemia aguda (LA)®. Los tres tipos principales de enfermedad mielodisplasica

son los siguientes:

e Leucemia mielomonocitica crénica (LMMC).
e Leucemia mielomonocitica juvenil (LMMJ).
e Leucemia mielogena cronica atipica (LMCa).

Cuando una enfermedad mielodisplasica no corresponde a ninguno de estos tipos,
se denomina enfermedad mielodisplasica no clasificable (EMD-NC).

30


http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=367436&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45048&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=44901&version=Patient&language=Spanish

Se estima que la incidencia de SMD es de 4 - 12 x 100 000 por afio, y puede llegar
hasta 30 x 100 000 en los individuos mayores de 70 afios®®®’. La aparicién en la
edad pediatrica y en el adulto joven es rara®® y con poca frecuencia se han
descrito algunos casos de SMD familiar®®. Se ha sefialado cierto predominio en el
sexo masculino, con una proporcién de 1: 5 ° y no se ha encontrado relacién con
la raza. La etiologia es generalmente desconocida, aunque se sabe que el 20 %
de los SMD son secundarios al empleo de drogas antineoplasicas, entre las que
sobresalen los agentes alquilantes’®, las epipodofilotoxinas’® y las antraciclinas; al
contacto con productos quimicos, fundamentalmente los derivados del benceno; a
la exposicion a radiaciones ionizantes y mas recientemente se plantea que el
habito de fumar aumenta el riesgo de padecer SMD"3. En la infancia su aparicion

se asocia con la existencia de enfermedades constitucionales.

A través del tiempo estos sindromes han recibido diferentes denominaciones; las
mas conocidas son: sindromes preleucémicos, anemia sideroblastica, sindromes
dismielopoyéticos, anemias refractarias y leucemia subaguda, entre otros. En
1982 el grupo cooperativo francoamericano- britanico (FAB) los denomind con el
término que hoy se conoce Y los clasificé en 5 subgrupos (Tabla 10), atendiendo al
porcentaje de blastos presentes en la sangre periférica (SP) y en la médula 6sea
(MO), al de sideroblastos anillados en MO y al nimero de monocitos circulantes
en SP’™. Sin embargo, se han originado multiples controversias acerca de esta
clasificacion, que aunque tiene ventajas en relacién con el diagnéstico y el
prondstico, no estd exenta de limitaciones, entre las que podemos citar la
demarcacion casi arbitraria de los grupos y la superposicion entre éstos, que ha
llevado a plantear que realmente pudieran representar diferentes estadios de una
misma entidad. Actualmente se han podido diferenciar algunas formas clinicas que

se plantean como nuevas variantes de SMD"*">.
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Tabla 10. Clasificacion FAB de los sindromes mielodisplasicos. Modificada de Fernandez
Delgado N, 1999°.

Blastos
% idercbl astos Monocitos Grado de

Subgrupo 5P MO % 10°L dishemopoyesis
AR <1 <5 <15 - +

ARS <1 <5 >15 - +

AREE <5 520 arniable - ++
AREB-t 25 21-29" Varable Variable +++
LMMC < 5% 0=20 Varable -+ -+

" Algunos autores consideran la apancan de bastones de Auer
~ Puade seren ocasiones = 5%.

Las alteraciones del cariotipo, consideradas marcadores clonales de malignidad,
estan presentes en el 30-50 % de los SMD primarios y en el 80 % de los
secundarios, sin que ninguna de éstas sea especifica de esta entidad’®. Se ha
observado una mayor incidencia de la pérdida total o parcial de un cromosoma,
seguida de la existencia de trisomias. Las traslocaciones son menos frecuentes y
afectan fundamentalmente los cromosomas 1,3,5,7 y 17 (Tabla 11). Las
alteraciones complejas, denominadas asi porque incluyen mas de 3 cromosomas,
ocurren en el 15 % de los SMD primarios y en el 50 % de los secundarios; es mas
frecuente la afectacion de los cromosomas 5y 7 ®’. En diferentes estudios
clinicos el cariotipo se asocia con el riesgo de transformacion leucémica y algunas
anomalias cromosomicas han sido propuestas como factores prondsticos
independientes’®, tal es el caso de las alteraciones complejas, la trisomia 8 y la

monosomia 7.

Tabla 11. Alteraciones cromosdmicas recurrentes en Sindrome mielodisplasico y genes
implicados. Modificada de Calasanz MJ, 2001**. LMMC= Leucemia mielomonocitica crénica.
SMD= Sindrome mielodisplasico.

Alteracion citogenehca Genes implicados
Sindrome Mielodisplasico
LMMC tE 123 g33;pldy POGFRE-TEL(ETVE)
SMD -Tadel{7q).-5.del(5q).

+8.del{ 11q).del(20q).
del(11q),del(125)
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1.8

FACTORES DE RIESGO PARA LEUCEMIA

Cualquier cosa que aumenta el riesgo de padecer una enfermedad se llama factor

de riesgo. Tener un factor de riesgo no significa que se va a padecer cancer; no

tener factores de riesgo no significa que no se va a tener cancer. Los factores de

riesgo posibles para leucemia incluyen los siguientes aspectos:

Campos electromagnéticos. Hace tiempo se consideraba que evaluar la
exposicion a estos campos través de codigos de cableado era la mejor
alternativa, ya que se podia tener una idea més clara de las exposiciones
presentes y pasadas’®®’. Se han propuesto nuevas formas de evaluacién
de la exposicién a campos electromagnéticos®’, no obstante los resultados
siguen siendo negativos®, ademas es muy dificil evaluar la validez de
dichas propuestas®. Se ha llegado a afirmar que aun cuando existiera
asociacion entre los campos electromagnéticos y la leucemia aguda, el
riesgo atribuible a este factor serfa de alrededor de 4% 2*, porcentaje nada
despreciable en una enfermedad cuyos factores de riesgo no estan
totalmente establecidos.
Exposicion a radiacion ionizante. La exposicion intrauterina a la radiacion es
uno de los factores aceptados en la génesis de la leucemia aguda en
nifios®>®. El riesgo aumenta cuanto menor es la edad y mayor la dosis de
radiacion. Se sabe que los nifios menores de 10 afios de edad expuestos
tienen mayor riesgo de desarrollar leucemia aguda y que el tiempo de
latencia es de aproximadamente cinco afios (menor que en el adulto)®’8,
Haber tenido un tratamiento con quimioterapia. Y/u otros medicamentos que
debiliten el sistema inmunitario.
Vitamina K. La asociacion de leucemia con el uso de vitamina K inyectada
intramuscularmente ha causado gran interés®. Los reportes iniciales
marcaron una asociacion entre 2.6 [IC 95%= 1.3 a5.2]y 2.2 [IC95%=1.1a
4.41°. No bien el riesgo de la enfermedad hemorragica del recién nacido es
mayor si se dejara de usar la vitamina K en comparacion con el riesgo de
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seguirle usando, es importante seguir investigando el tema, ya que de
verificarse su asociacion con el cancer en la edad pediatrica, esto podria
explicar hasta 40% de los casos®.

Tabaquismo. En la leucemia mieloblastica aguda del adulto se considera un

9293 En niflos no se ha encontrado tal

factor de riesgo importante
asociacion®*®. El riesgo del tabaquismo del padre se ha estimado con una
RM= 2.4 (IC 95%= 1.2 a 2.5) para desarrollar leucemia aguda en sus hijos.
Cabe hacer notar que hay mas relacion con el tabaquismo paterno que con
el materno. También ha sido mas consistente la asociacion con el
tabaquismo previo al embarazo del nifio®°*%. Existen datos indicativos de
gue los fumadores tienen mayores niveles de 8-hidroxi-2-deoxiguanosin (8-
Oh-dG) en el DNA del esperma, por lo cual se ha propuesto la existencia de
una mutacién germinal en el padre que se transmite al hijo®. Para la
evaluacion posnatal se considera que el tabaquismo materno es el mejor
indicador del tabaquismo pasivo del nifio, sobre todo en las primeras etapas
de la vida®®®’. Cuando se ha buscado interaccién entre la exposicion pasiva
al humo del tabaco y el polimorfismo de los genes que regulan el
metabolismo de los cancerigenos, no se ha encontrado asociacion®.

Ingesta de alcohol. Se considera el consumo del alcohol como posible
factor de riesgo para la leucemia miloblastica, pero no para la
linfoblastica®°. Algunas evidencias sefialan que los nifios de madres que
ingirieron alcohol durante el embarazo tuvieron mayor frecuencia de

100

mutaciones en linfocitos al momento del nacimiento El alcohol, en

particular el vino, es un inhibidor de la topoisomerasa Il, relacionada de
forma importante al desarrollo de leucemias agudas en los lactantes®*°*,

Dieta. La dieta, parte del estilo de vida, se considera una de las fuentes mas
importantes de exposicion en los nifios'®?. Los mecanismos a través de los
cuales la dieta puede aumentar el riesgo de desarrollar cancer son la
ingestion de cancerigenos preformados en la dieta o agua, o bien durante el

proceso de cocimiento o preservacion, por la conversion de componentes
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de la comida, como los nitratos, a cancerigenos mediante la accion de

enzimas enddgenas a la flora bacteriana®®**%,

Por otro lado, algunos
nutrientes ingeridos por la madre durante el embarazo podrian aumentar o
disminuir el riesgo de desarrollar cancer®1°'% De hecho, el programa
canadiense de prevencion del cancer en nifios, incluye la dieta de la madre

105 pentro de los

durante el embarazo como un aspecto importante
alimentos que consume la madre durante el embarazo, pueden estar
relacionados, sobre todo en los lactantes, los inhibidores de la
topoisomerasa Il, como las frutas y verduras que contienen quercetinas,
frijol de soya (genisteina), el café regular, el té negro y verde, las bebidas
de coca y el vino (catequinas)®®'. Es importante considerar que en los
adultos se ha observado que la accién de algunos factores cancerigenos

1% tal es el efecto de las radiaciones'®’y el

varia por la dieta del individuo
tabaco'®®. En el nifio, la interaccion entre la dieta y otros factores de riesgo
para cancer han sido poco estudiados, aun cuando en seminarios recientes
se ha propuesto a la dieta como un factor muy importante’®®. Para el cancer
en general se considera que evitar la obesidad, consumir frutas y verduras
en abundancia y evitar la ingesta excesiva de carne roja y alimentos ricos
en grasa animal, puede reducir el riesgo de cancer en los seres
humanos*°. El incremento en el consumo de alimentos con alto contenido
de antioxidantes se considera la mejor estrategia natural para disminuir el
riesgo de cancer. No debe olvidarse que diferentes alimentos se encuentran
contaminados con agentes cancerigenos, como se observé en Bélgica,
donde 12.1% de muestras de carne de pollo y puerco analizadas tenian
niveles téxicos de bifenil policlorinado y DDT; hallazgo también encontrado

en el pescado™*™.

En un estudio en México publicado en 2005, se identificaron los principales

factores de riesgo de pacientes con leucemia. Se han identificado los

antecedentes familiares de cancer, con una razon de momios (RM) de 1.93 e IC
95%=1.2-3.63; abortos previos al nacimiento del nifilo (RM= 2.44, IC 95%= 1.06 a
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5.68); peso del nifio al nacimiento superior a 3500 g (RM= 2.21,IC 95%= 1.94 a
4.33; exposicion a insecticidas (RM= 1.93, IC 95%= 1.05 a 3.56) y vivir cerca de
cables de distribucion eléctrica de alta tension (RM= 2.63, IC 95%= 1.26 a

5.36)2!3 Factores corroborados por una investigacién posterior'*.
1.9 DIAGNOSTICO

Si bien algunas leucemias tienen caracter fulminante, otras pueden ser
enfermedades indolentes de presencia insidiosa. Ya que no existe ningun sintoma
que por si solo y de manera especifica permita diagnosticar esta enfermedad,
siempre debe descartarse la presencia de leucemia en presencia de
manifestaciones clinicas sugerentes. El diagnéstico es multidisciplinario desde la
coordinacion y colaboracién entre cirujanos, patélogos, oncologos, genetistas y la
incorporacion de nuevas técnicas de citogenética molecular basadas en la
hibridacién in situ con fluorescencia ha hecho que el analisis en leucemias haya

experimentado un enorme avance.
1.9.1 EXAMEN CLINICO

Se hace por medio de una historia clinica completa en donde el interrogatorio va
dirigido a encontrar factores de riesgo, incluyendo una exploracién fisica completa,
como la busqueda de signos y sintomas de la enfermedad, masas, antecedentes

médicos de las enfermedades y los tratamientos previos del paciente.
1.9.2 HEMOGRAMA

Se realiza un recuento sanguineo completo (RSC) con diferencial mediante el cual
se toma una muestra de sangre y se analiza la cantidad de glébulos rojos
(plaguetas, hemoglobina), la cantidad y tipo de glébulos blancos. Este estudio

permite sospechar el diagnéstico en la mayoria de los pacientes™*.
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1.9.3 MIELOGRAMA

Es el examen de certeza cuyo estudio citolégico permite clasificar la leucemia

como linfoblastica en mas del 95% *°

y consiste en la extraccion de células o
tejidos (médula 6sea, sangre, hueso) mediante la insercion de una aguja en el
hueso de la cadera o el esternén para su examen histopatolégico. La biopsia

asociada al estudio histopatologico determina si es tejido benigno o maligno.
1.9.4 CITOGENETICA CONVENCIONAL (CARIOTIPO DE BANDAS G)

El andlisis citogenético convencional consiste en el estudio de las alteraciones
cromososOmicas en las metafases de las células neoplasicas obtenidas tras el
cultivo “in vitro”, a corto plazo y sin mitdgenos de células de médula ésea, sangre
periférica, ganglios, biopsias, etc. El estudio de la morfologia de los cromosomas,
tefidos fundamentalmente con bandas G (Tripsina-Giemsa), permite detectar en
un unico experimento, tanto las alteraciones numéricas (monosomias, trisomias,
etc.), como las estructurales (traslocaciones, inversiones, deleciones, etc.)

presentes en todo el genoma.
1.9.5 INMUNOFENOTIPIFICACION

Proceso utilizado para identificar los linfoblastos en su estirpe B o T y en diferentes
etapas de maduracion''®. Este proceso se utiliza en el diagnéstico del subtipo de
LMA mediante la comparacion de las células leucemicas con las células normales

del sistema inmunitario.
1.9.6 RADIOGRAFIA DE TORAX

Se realiza la busqueda de nédulos malignos en 6rganos y huesos a traves de la

radiografia de torax.
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1.9.7 CITOGENETICA MOLECULAR (HIBRIDACION “IN SITU” CON
FLUORESCENCIA)

Las técnicas de hibridacién in situ con fluorescencia (FISH) se basan en la
hibridacion de una sonda de ADN marcada con una sustancia fluorescente sobre
su secuencia complementaria del genoma, bien en la metafase cromosémica o en
el nucleo en interfase. Las técnicas de FISH si bien no se han incorporado en
todos los laboratorios de genética como rutina. La alta sensibilidad y especificidad
del FISH y la rapidez de los ensayos han hecho de esta técnica una importante
estrategia diagndstica con numerosas aplicaciones'’. Por otra parte, otras
técnicas derivadas del FISH han progresado hasta tal punto que hoy es posible,
utilizar 24 sondas de pintado crososomico, consiguiendo identificar cada
cromosoma por su color. Entre las técnicas derivadas del FISH convencional, cabe
destacar, la hibridacion gendmica comparada (CGH), de enorme utilidad en
tumores solidos y el cariotipo multicolor (SKY-FISH y M-FISH). Todas ellas,
constituyen una nueva disciplina a la que se ha denominado “citogenética
molecular’, que complementan, pero nunca excluyen al analisis citogenético

convencional.
1.9.8 FISH CONVENCIONAL

Los dos componentes principales de la técnica de FISH convencional son la sonda
de ADN marcada con fluorescencia y la secuencia diana en la muestra tumoral
para la cual es especifica. Es importante destacar que no es una técnica de
busqueda de nuevas alteraciones cromosémicas, sino que detecta Unicamente

aguello que buscamos. El resto del genoma permanece oculto.

Podemos utilizar sondas de ADN de distintos tipos: centroméricas (marcan
anicamente las zonas centromericas), de pintado cromosomico (marcan todo un
cromosoma) o de secuencia especificas de locus (marcan regiones cromosoémicas

de secuencia Unica).
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Esta técnica complementa perfectamente a la citogenética convencional en todas
aguellas situaciones en las que no ha sido posible realizar un cariotipo: al disponer
de metafases de poca calidad, o no haber obtenido metafases, o bien en los casos
en los que las alteraciones cromosomicas asociadas a un diagndéstico son cripticas
no visibles en el cariotipo, como el caso de la t(12;21) en leucemia linfoblastica

aguda infantil.
1.9.9 CGH (HIBRIDACION GENOMICA COMPARADA)

Uno de los mayores problemas a los que se enfrenta la citogenética convencional,
es la ausencia de metafases y su gran ventaja reside en ser una técnica que
permite analizar todo el genoma. La técnica de FISH convencional ha resuelto el
primer problema, ya que permite analizar nucleos en interfase, pero en cambio su
gran limitacion es que no es una técnica de screening, como el cariotipo, ya que
s6lo detecta las alteraciones que buscamos. A principio de los 90 y con especial
aplicaciéon en tumores solidos, en donde obtener metafases de calidad es a
menudo complicado, se describié una nueva técnica de citogenética molecular: la
hibridacién genémica comparada (CGH)'®. Esta técnica emplea ADN del tumor y

ademas no analiza metafases, obviando la necesidad de células en crecimiento.

Esta técnica derivada del FISH se basa en la hibridacion competitiva de dos
ADNSs, (tumoral y control normal) marcados con distintos fluoroforos, sobre
cromosomas normales. En resumen: se marca el ADN del tumor con un fluoroforo
verde y un ADN normal (control) con un fluoroforo rojo. Ambos ADNs se mezclan
en cantidades equimolares y se realiza una hibridacion in situ sobre cromosomas
metafasicos normales. Ambos ADNs compiten por hibridar en los mismos lugares
cromosémicos. En condiciones normales (tumor sin alteraciones genéticas), como
la cantidad de ADN marcado en rojo y verde es la misma, el resultado final son
cromosomas amarillos (mezcla 1:1 de rojo y verde). En condiciones patologicas, si
el tumor contiene alguna ganancia cromosOmica, la cantidad de ADN tumoral
disponible para hibridar es mayor y la hibridacion de es zona resultara en una

mayor proporcion de fluorocromo del tumor (verde). Al contrario, si el tumor
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contiene una delecion (pérdida), la region delecionada del tumor aparecera en
rojo, ya que habrd méas cantidad de ADN normal (rojo) para hibridar en esa region
cromosomica. La CGH permite, por tanto, la deteccién de ganancias y pérdidas de
regiones cromosomicas en todo el genoma del tumor por la comparacion de las

intensidades de las sefales de hibridacion.

1.10 TRATAMIENTO

El tratamiento de la leucemia se realiza en fases:

o Terapia de induccién. Es la primera fase del tratamiento. Su propdsito es

destruir las células leucémicas de la sangre y la médula ésea. Esto pone la
leucemia en remision. También se llama fase de induccién de la remision.

« Terapia de consolidacién e intensificacion: es la segunda fase de la terapia.

Comienza una vez que la leucemia estd en remision. El propdsito de la
terapia de consolidacion e intensificacion es destruir las células leucémicas
restantes que pueden no estar activas, pero que pueden comenzar a
regenerarse y causar una recaida.

o Terapia de mantenimiento: es la tercera fase del tratamiento. Su propésito

es destruir toda célula leucémica restante que pudiera regenerarse y
producir una recaida. A menudo, los tratamientos de cancer suelen
administrarse en dosis mas bajas que aquellas para la induccién y la terapia
de consolidacion e intensificacion. Esta fase también se llama terapia de

continuacion.

La biopsia de la médula ésea y los aspirados se realizan a lo largo de todas las

fases para observar si la leucemia esta respondiendo bien al tratamiento.

El tratamiento llamado terapia santuario del sistema nervioso central (SNC) se
administra generalmente durante cada fase de la terapia. Debido a que la
quimioterapia que se administra oralmente o se inyecta por via intravenosa puede

no llegar a las células leucémicas en el SNC (cerebro y espina dorsal), las células
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pueden encontrar un “santuario” (se esconden) en el SNC. La quimioterapia
intratecal y la radioterapia pueden llegar a las células leucémicas del SNC y se
administran para destruir las células leucémicas y evitar que el cancer vuelva. La

terapia santuario del SNC también se llama profilaxis del SNC.

1.11 DIAGNOSTICO MOLECULAR
1.11.1 GENES RELACIONADOS CON LEUCEMIA

1.11.1.1 CROMOSOMA FILADELFIA

Fue la primera anormalidad cromosémica asociada con una enfermedad maligna
especifica en humanos (la leucemia mielocitica crénica)'*®. Cuando se presenta la
t(9;22) (g34;911) se produce una activacion oncogénica, debido a la traslocaciéon
del oncogén ABL localizado en el cromosoma 9, con el oncogén BCR del
cromosoma 22, formando un gen hibrido BCR-ABL, que codifica para una proteina
de fusion que aumenta la actividad tirosina quinasa con potencial neoplasico. Mas
del 95% de los pacientes con LMC portadores de la traslocacion t(9;22) (q34;q11),
presentan el gen quimérico BCR-ABL (Fig.5). Este rearreglo cromosémico BCR-
ABL, también se puede encontrar en nifios y adultos con leucemia linfocitica
aguda (LLA) entre el 2-5% y 10-20% respectivamente, asociandose a mal

pronastico.

Cromosoma 8 alterado

(&

Fig.5. Cromosoma filadelfia. Una traslocacién del cromosoma 22 y cromosoma 9.
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El mecanismo por el cual la fusidbn anormal de genes, tales como el BCR-ABL
puede dar origen a diferentes leucemias, se atribuye a la funcion de estos genes
en el desarrollo y funcion de las células de las lineas mieloides y linfoides, asi
como a la alteracion en factores de transcripcion, reguladores del ciclo celular,
sefales de traduccidn, genes receptores de inmunoglobulinas y genes receptores

de las células T 120121,

Segun Pane et al (1996) la localizacion precisa del punto de ruptura en el gen BCR
y el gen ABL, asi como la composicion de la proteina producto de la fusion BCR-
ABL, puede servir para determinar el fenotipo de la enfermedad y por tanto, para

orientarse en la estrategia terapéutica a seguir?.

La deteccion de la traslocacion t(9;22)(q34;q11) por métodos citogenéticos
convencionales no siempre es posible, lo que se atribuye generalmente a una
muestra pobre de médula 6sea, metafases insuficientes e inadecuadas y a una
sobrepoblacion de la actividad mitética de las células no-leucémicas sobre las
células leucémicas™?®'#,
La técnica molecular de la transcriptasa reversa (RT-PCR) permite caracterizar los
transcritos formados por las traslocaciones desencadenantes de las leucemias,
como son los puntos de ruptura en las regiones de los genes BCR y ABL, las
cuales estan asociados a la presentacion clinica de la LMC y la LLA. Determina la
estructura y composicion de las proteinas de fusion de genes producidos por los
distintos rearreglos genémicos y por lo tanto, el fenotipo de la leucemia®®>*2®,
En enero de 2002 se describié que las leucemias agudas en los menores de un
afio tienen un comportamiento clinico y prondstico muy distinto al de las estirpes
histol6gicas de los nifios mayores, puesto que presentan una alteracién genética
muy consistente que involucra el gen de la leucemia linfoide-mieloide,
correspondiente a un tipo muy distinto al linfoblastico y mieloblastico, por lo que se
ha sugerido que las leucemias agudas en los menores de un afio se clasifiquen
como un nuevo tipo™?"*8,
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1.12 CANALES IONICOS

Los canales idnicos se encuentran formados por dos 0 mas subunidades proteicas
que atraviesan la doble capa lipidica de la membrana celular, se encuentran
formando un espacio intermolecular por donde pasan iones. Los canales iGnicos
tienen tres propiedades importantes; a) conducen iones, b) reconocen vy
seleccionan los iones (los canales pueden ser selectivamente permeables a uno o
varios iones) y c) se abren o cierran en respuesta a estimulos eléctricos,

mecénicos o quimicos'®.

Los canales idnicos son muy importantes en la transmision del impulso eléctrico en
el sistema nervioso. Los canales iénicos participan también en multiples procesos
biolégicos que requieren cambios rapidos en las células de tipo excitable, como:
contraccion del musculo cardiaco y esquelético, transporte de iones y nutrientes a
través de epitelios a nivel entérico, activacién de linfocitos T o la liberacién de
insulina por las células beta del pancreas. En la naturaleza existen toxinas como la
tetradotoxina (toxina del pez globo) que permite bloquear los canales de sodio, o
la alfabungarotoxina (toxina de algunos sapos) que bloquea los canales de potasio
paralizando el sistema nervioso de depredadores o presas. Los canales i6nicos son

un objetivo clave en la bisqueda de nuevos farmacos*3?131132,

La aportacién de los canales idnicos a fenotipos neoplasicos es diversa y la

mayoria de los estudios se enfocan al papel de los canales, especialmente de K,

en la regulacién del ciclo celulart33134135,

Hay genes que codifican para proteinas de canales de K™ que muestran tener un

136,137

potencial oncogénico por si mismos mas algunos genes que codifican para

canales i6nicos se han catalogado como genes supresores de tumor en

138,139

neoplasias humanas y la expresion de ciertos oncogenes afecta

directamente la funcién de canales de Na*, K" y Ca®* *°,
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Ademas, la expresion de canales idnicos esta generalmente alterado en células
tumorales en comparacion con células normales: varios tipos de canales de K™ y
Na® estdn sobreexpresados en células cancerosas y se ha demostrado una

localizacion anormal de canales de K* en tumores astrociticos*.

Hay datos crecientes en relacién al papel de los canales en los cambios en el
citoesqueleto e interacciones célula a célula**'. Estos cambios representan los
pasos iniciales que conducen al incremento de la motilidad celular, el cual es un
prerrequisito para la invasion tumoral. Ademas se ha reportado la interaccion de

canales i6nicos con las integrinas™**'*

, las cuales son de hecho receptores de
adhesién importantes en la metastasis tumoral'®. A este respecto, cada vez
gueda mas claro que la invasion de células tumorales puede ser detenida con el

uso de blogqueadores de canales™ 3144145,

1.12.1 PAPEL FISIOLOGICO DE LOS CANALES DE K*

Los canales son muy importantes en el mantenimiento del potencial de reposo
celular, transmision del impulso eléctrico en el sistema nervioso, liberacion de
neurotransmisores, frecuencia de activacion de las células automaticas, la
regulacion del volumen celular, transporte de electrolitos, secrecién de insulina,

excitabilidad celular, y contraccién del musculo liso.

Canales de K" voltaje dependientes se puede subdividir en dos grandes grupos:
1) activados por cambios de voltaje

2) agonistas

Pero la clasificacion mas comin es aquella que ordena los canales de K
atendiendo a la topologia de las subunidades «, es decir, al nimero de poros y de

segmentos transmembranales del canal (denominados S).
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La despolarizacion celular activa los canales de K* dependientes de voltaje vy
facilita la salida de K* de la célula, lo que lleva a la repolarizacién del potencial de

membrana.

Los canales que se activan por cambios de voltaje y los activados al aumentar la
concentracion intracelular de Ca** entre otros, pertenecen a la familia de canales

K" con seis segmentos transmembranales y un poro (6TM-1P).
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2 ANTECEDENTES

2.1. CANAL IONICO KCNH4 (BEC?2)

Se ha denominado de diferentes maneras a KCNH4 como son Elk2 por Engeland

| 146 | 147

et.al.”™ y como BEC2 por Miyake et.a

Este gen pertenece a la subfamilia EIk (ether-a-go-go-like K channel) descubierta

primero en Drosophila**®

a su vez perteneciente de la familia del gen Eag del canal
de K" representada en los mamiferos por 3 genes (Eag, Erg, y EIK) que son

altamente conservados dentro de los humanos, ratones y Drosophila **°.

El gen BEC2 (brain-specific eag-like channel 2) es especifico del cerebro humano,
se localiza en el neocortex y la region estriada. Corresponde a la subfamilia elk
que pertenece a la familia ether-a-go-go y pueden estar relacionados con la
excitabilidad o restriccion celular de las neuronas dentro del sistema nervioso

central humano™°.

Se han identificado una nueva subfamilia que se compone de los genes BEC1,
k™ BEC1

y BEC2 son homologos a elk canal de K" de la Drosophila. Ya han aislado cDNA

BEC2 y BEC3 lo que revela que existe al menos tres homologos de el

completo del tercer gen humano BEC3 ***. Elk1 de rata es ortélogo de BEC3, por

lo tanto este gen es 91% idéntico a BEC3.

El cDNA de BEC2 tiene 3920 pb. El canal de K* que codifica este gen contiene un
nacleo hidrofébico que corresponde a 6 segmentos transmembranales (S1-S6) y
la region del poro es dependiente de voltaje. La region hidrofébica contiene 229-
482 residuos. Esta secuencia es comparable con los miembros de las subfamilias
de genes conocidos de la superfamilia de canales de K*. El sensor putativo de
voltaje S4 y la regidon del poro que conduce el ion también es compartido por

BEC1 y BEC2. La region S4 contiene 5 residuos cargados positivamente que se
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encuentran en cada tercera posicion. La region del poro tiene un triplete GFG un

motivo comun de los canales de K* del tipo eag™?.

Reportes con el canal KCNH4 relacionados con leucemia aun no se han

publicado, pero mencionaremos los trabajos reportados con este canal.

2.2. CANCER Y EL CANAL KCNH4

Giaccone y colaboradores realizaron un estudio prototipo de vacunacion
estratégica en pacientes con enfermedad residual minima limitada de cancer de
pulmon de células pequeiias (SCLC). Observaron que la vacunacion de BEC2 (2.5
mg) con bacilo Calmette-Guerin (BCG) prolonga la sobrevida en 40% de los

pacientes con SCLC después de la quimioterapia y radiacién de térax'*>.

BEC2/BCG ha demostrado ser seguro y estimula respuesta anti-GD3 dentro de
pacientes con melanoma®***>. Un pequefio estudio piloto en pacientes con SCLC
fue realizada en Memorial Sloan-Kettering, donde se observo sobrevivida
prolongada en 15 pacientes después de la terapia de induccion con la

vacunacion®®.

BEC2 (KCNH4) se ha usado como un anticuerpo anti-idiotipico que imita a GD3,
gue es un gangliésido que se expresa sobre la superficie de células tumorales
incluyendo SCLC es de origen neuroectodérmico, GD3 ha mostrado tener una
sobreexpresién de 60% aproximadamente en tejido de SCLC, similar a GM1-

fucosy!™’

. Los gangliésidos son componentes complejos glucolipidicos de la
membrana plasmatica celular localizadas en el exterior de la superficie de la
célula. Estan involucrados dentro de numerosas funciones biolégicas incluyendo el
reconocimiento de célula-célula, anclaje a la matriz y la diferenciacion.
Comparando las concentraciones de glucoesfingolipidos de un pulmén normal, se

encontraran aproximadamente dos veces mas alta dentro del tejido con SCLC™,
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Sin embargo el GD3 es poco inmunogénico, solo o0 mezclado con
coadyuvantes™®. El anticuerpo monoclonal anti-idiotipico fue mas efectivo
induciendo la respuesta de anticuerpos anti-GD3 en pacientes. El uso de BEC2
cuando se administra en combinacién con el bacilo Calmette-Guerin (BCG),
produce anticuerpos anti-GD3 detectables dentro de 20% y 33%
aproximadamente dentro de los pacientes™**®. Los estudios se han realizado con
y sin diferentes adyuvantes y BCG ha demostrado ser uno de los mejores en

combinacion con BEC2 dentro de un numero de estudios.

La vacunacion con BEC2/BCG no impacto sobre el resultado de los pacientes con
SCLC respuesta combinada de tratamiento. La estrategia de vacunacién en SCLC
justifica la utilizacion de la vacunacidon que produce una mejor respuesta

inmunolégica.

El gangliosido GD3 es un atractivo blanco para inmunoterapia en melanoma
porque este se expresa en abundancia sobre células de melanoma pero en
células normales humanas la expresion es minima o no se expresa. La infusion
de anticuerpo monoclonal de raton (MAD) induce respuesta en GD3 en pacientes
con melanoma avanzado®. Para inducir una respuesta inmune contra GD3 en
pacientes con melanoma. La vacunaciéon con BEC2/BCG a dosis bajas puede
inducir respuesta de anticuerpo contra GD3 dentro de un subconjunto de
pacientes. Observaron que el 14% de los pacientes desarrollaron anticuerpos anti-
GD3 *°

El papel de este canal en el desarrollo de la leucemia no ha sido evaluado hasta el

momento.
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3JUSTIFICACION

Existen pocos marcadores moleculares para leucemia aplicados en la practica
clinica y los que existen tiene una baja representacion en algunos tipos de
leucemia por lo cual hay una imperiosa necesidad para encontrar moléculas que

pudieran proponerse como biomarcadores de leucemias.

En diferentes tipos de neoplasias, se ha observado que los canales ibnicos se han
encontrado sobreexpresados, por lo cual pueden tener un papel importante en
cancer. Desde el punto de vista de la biologia del cancer humano es importante
conocer como participa el canal iébnico KCNH4 en leucemia dado que hasta el
momento, no se ha realizado el estudio en biopsias de leucemia de pacientes.

En este trabajo, se propone el andlisis en la expresién del transcrito del canal

ionico KCNH4 (BEC2) en muestras de leucemia de pacientes.
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4 HIPOTESIS

El transcrito KCNH4 presenta una sobreexpresion
en tejidos de Leucemia en comparacion con tejido

de médula 6sea normal.
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5 OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresion del transcrito KCNH4 en
tejido de Leucemia y en tejido de médula Osea

normal.
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5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar los niveles de expresion del transcrito KCNH4 en tejido de

Leucemia y en tejido de médula 6sea normal.

e Comparar los perfiles de expresién del transcrito KCNH4 en tejidos de

Leucemia y tejidos de médula 6sea normal.

e Establecer el valor de KCNH4 como marcador molecular de Leucemia.
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6 MATERIAL Y METODOS

6.1 CRITERIOS DE SELECCION DE LAS MUESTRAS DE
PACIENTES

6.1.1. CRITERIOS DE INCLUSION

Muestras de médula 6sea con diagnostico histolégico de leucemia

6.1.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

Muestras no diagnosticadas o con datos insuficientes.

6.1.3. MUESTRAS DE CONTROL

Muestras de tejido normal de médula 6sea postmortem.

6.2. MATERIAL BIOLOGICO

Las muestras fueron tomadas por aspiracion de médula ésea de esternén, con
todas las medidas de asepsia y antisepsia. Se congelaron y transportaron en

nitrégeno liquido para ser almacenadas en un ultracongelador a -80°C.

6.2.1. SELECCION DE PACIENTES Y MUESTRAS CLINICAS

Las muestras de Leucemia fueron obtenidas de pacientes que acudieron al
servicio de Genética del Hospital General de México y fueron proporcionadas por
la Dra. Rosa Maria Arana. Las muestras de tejido de meédula ésea normal

postmortem fueron obtenidas del Servicio Médico Forense.
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6.3. EXTRACCION DE RNA TOTAL

Todo el material usado se sometié a un pre-tratamiento con un descontaminador
de RNAsas (RNAsa AWAY Ambion®) y se utilizé6 agua tratada con DEPC.
También, en todos los procedimientos, se utilizaron guantes de latex nuevos para
evitar degradacion y/o contaminacion de las muestras. Para la extraccion de RNA

total se utilizé un kit de extraccion de RNA (RecoverAll, Ambion®). (Anexo 1).

6.4. RETROTRANSCRIPCION (SINTESIS DE cDNA)

Tras la obtencién del RNA total de las muestras de Leucemia y las muestras
control, se obtuvo cDNA a través de retrotranscripcion por medio de un Kkit
comercial (Superscript I, Invitrogen®) (Anexo 2).

6.5. VALORACION DE LA CALIDAD DEL RNA

Por ser muy pequefia la cantidad de RNA aislada de las muestras de Leucemia,
para evaluar su calidad e integridad , verificar que durante la toma de muestra y
transporte no ocurrié degradacién y que el proceso de extraccion se efectudé de
manera correcta, se realiz6 una RT PCR convencional de dos pasos, en la cual se

amplificé el gen de B—actina humana, el cual es constitutivo.

6.6. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL (qRTPCR)

La principal meta de la PCR cuantitativa en tiempo real es amplificar secuencias
especificas de acidos nucléicos en una muestra, incluso cuando éstos se

presentan en pequefias cantidades'®?.
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La PCR en tiempo real se caracteriza por evaluar el producto amplificado después
de cada ciclo, mientras que con la PCR convencional la deteccion del producto
amplificado se realiza al final de la corrida®. El sistema de la PCR cuantitativa en
tiempo real estd basado en la deteccion y cuantificacion de un fluoréforo que tiene
la funcibn de reportero. La sefial de fluorescencia se incrementa
proporcionalmente a la cantidad del producto de la PCR y el sistema es capaz de
detectar el incremento de la fluorescencia en cada uno de los ciclos, lo cual hace
posible vigilar la reaccion durante todo el proceso de amplificacion, donde al final
la sefial detectada esta relacionada con la cantidad de templado inicial. ElI Ct
(Threshold cycle, ciclo de umbral) es un limite determinado al identificar el ciclo en
el cual la intensidad de la emision del reportero marcado se levanta sobre el ruido
de fondo. En la PCR en tiempo real es importante el Ct. Este Ct es obtenido por el
programa del equipo de tiempo real usado (fqdpcr version 4.0 Bioer Technology),
pero puede ser modificado por el operario. El Ct aparece en la fase exponencial de
la reaccion de PCR y es inversamente proporcional al nUmero de copias blanco.
Por lo tanto, mientras mas grande es el numero de copias iniciales de los acidos
nucleicos a amplificar, mas pronto se observa un aumento significativo en la

fluorescencia y son mas bajos los valores de Ct.

Existen varios sistemas de PCR en tiempo real que permiten evaluar la
fluorescencia cuando se amplifica el DNA'® entre los cuales los mas comunes
son: el uso de agentes intercalantes en la doble cadena de DNA, pruebas basadas

en la hibridacién y pruebas de hidrélisis.

En este estudio, se utilizaron agentes intercalantes, los cuales son fluorocromos
gue aumentan notablemente la emisién de fluorescencia cuando se unen al DNA
de doble hélice. EI mas empleado en PCR en tiempo real es el SYBR Green, el
cual aumenta mas de 1000 veces su fluorescencia cuando se une al surco menor
del DNA (Fig.6). El incremento de DNA en cada ciclo se refleja como un
aumento proporcional de la fluorescencia emitida. EI SYBR Green presenta una
banda de absorcion en una longitud de onda de 480nm y una banda de emision en

520 nm*®,
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Fig.6. Representacion de lainteraccion de SYBR Green con el DNA de doble cadena.

6.7. RT-PCR EN TIEMPO REAL DEL GEN DE INTERES Y EL GEN
CONSTITUTIVO

Para esto se estandarizaron las condiciones para amplificar el gen de f—actina
humana y KCNH4, que fue nuestro gen de interés, para lo cual se utilizaron los
siguientes oligonucleétidos. Para mayores detalles, ver anexo 3.

B—actina humana F 5'- CAACTCCATCATGAAGTGTGAC-3'

B—actina humana R 5'- GCCATGCCAATCTCATCTTG-3'

KCNH4 F 5 - TCCGGCTCGCTTGAGGTGCT - 3 **°

KCNH4 R 5'- CCAGTGGGGGAATGAGAAGC - 3

6.8. BUSQUEDA DE NORTHERN ELECTRONICO DE KCNH4

PubMed es un proyecto desarrollado por la National Center for Biotechnology
Information (NCBI)*®® en la National Library of Medicine (NLM). Permite el acceso
a bases de datos bibliograficas compiladas por la NLM: MEDLINE, PreMEDLINE,
Genbank y Complete Genoma. Medline contiene subbases: AIDS, Biothics,
Cancer, Complementary Medicine Core Clinical Journals, Dental Journals, Nursing
Journals y PubMed Central.

En la base de datos del NCBI*®® se realiz6 la busqueda en la divisién de Genbank

que contiene los datos de secuencias cortas expresadas (“Expressed Sequence
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Tangs” EST) generalmente alrededor de 300-500 pb siendo la secuencia a partir
de mRNA (cDNA). Por lo general se producen en grandes cantidades. Los EST
representan una imagen de los genes expresados en un tejido determinado o en
una etapa determinada del desarrollo. Son etiquetas (algunos codifican, otros no),
de expresion para una biblioteca de cDNA. Por lo cual se realizé la busquedad de

la expresiéon de KCNH4 en diferentes tejidos sanos y tejidos neoplésicos.

6.9. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

A continuacion se muestra la estrategia experimental que seguimos para realizar

este trabajo (Fig. 7).

MUESTRAS DE MEDULA _ _
5SEA DE PACIENTES CON [MUESTRAS DE MEDULA OSEA]
LEUCEMIA NORMAL

~~ e

[ EXTRACCION DE RNA TOTAL ]

1

[ COPIA A cDNA

)
— ™~
-

[RT PCR EN TIEMPO REAL}

[RT PCR EN TIEMPO REAL] PARA B-ACTINA HUMANA

CON KCNH4

™~

[ ANALISIS DE LA 1

EXPRESION DE KCNH4

Fig.7. Disefio experimental.
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/. RESULTADOS

7.1

NORTHERN ELECTRONICO DE KCNH4

Se realizd la busqueda de la expresion en diferentes tejidos sanos de
KCNH4 en la base de datos del NCBI, se puede observar que hay tejidos
donde el gen KCNH4 se expresa abundantemente como eséfago y
amigdala. En otros tejidos y 6rganos como: placenta, cerebro, sangre y
tejido conectivo este gen tiene un nivel de expresion bajo, mientras que en

médula 6sea no hay transcritos de este gen aun reportados (Fig.8).

SECUENCIAS CORTAS
EXPRESADAS (EST) DE KCNH4
TPM 58
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Fig.8. Northern electrénico de EST de KCNH4 en tejidos y 6rganos sanos, la cantidad

expresada es en TPM (transcritos por millon).
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Asimismo, se reviso el perfil de expresion de KCNH4 en diferentes tejidos
neoplasicos en la misma base de datos del NCBI. En este caso, se puede

observar que hay tejidos tumorales con expresion intermedia de KCNH4

como: tumor esofagico, glioma, tumor neuroectodérmico primitivo. Con

respecto a Leucemia, no existen reportes de la expresion de este gen en la

base de datos analizada (Fig.9).

SECUENCIAS CORTAS EXPRESADAS
TPM (EST) DE KCNH4 EN CANCER

P
Q > (8] R
& & S &
"6@' & & Y
& ot v
,\\}@ b?:‘(o
&0
Q}(.;
Q
N
2
&
o
\)@

Fig. 9. Northern electrénico de EST de KCN4 en diferentes tipos de cancer.
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7.2. MUESTRAS CLINICAS

Se obtuvieron en total 40 muestras con diagnostico histolégico de diferentes tipos

de Leucemia (Tabla 12).

Tabla 12. Muestras clinicas de diferentes tipos de leucemia.

NO. DE TIPO DE LEUCEMIA
MUESTRAS ] ]

14 SINDROME MIELODISPLASICO (SMD)
12 LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA (LMC)
5 LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA (LMA)
2 LEUCEMIA LINFOBLASTICA CRONICA (LLC)
4 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA (LLA)
3 LEUCEMIA PROMIELOCITICA AGUDA (LPA)
40 TOTAL

7.3. RT-PCR EN TIEMPO REAL DEL GEN CONSTITUTIVO COMO
CONTROL INTERNO

e Una vez obtenido el cDNA de las 40 muestras de Leucemia y de médula

0sea normal, procedimos a estandarizar la amplificacion del gen de

B—actina humana mediante PCR en tiempo real (JQPCR) usando SYBR

Green. Este gen es constitutivo en todos los tejidos y se utiliza como control

interno para normalizar los niveles de expresién del gen de interés y

corroborar que el cDNA no presentara degradacion. Este procedimiento

sirvio para garantizar que el proceso de extraccion se hubiera efectuado

adecuadamente. Todas las muestras mostraron amplificacién de este canal

(Fig.10).
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7.4. RT-PCR EN TIEMPO REAL DEL GEN KCNH4

e Después de haber estandarizado la amplificaciéon del gen constitutivo, se

procedié a establecer las condiciones para la extension, por gPCR, del gen

KCNH4. Se muestra la pantalla del corrimiento de PCR en tiempo real de

las muestras y sus curvas de amplificacion (Fig.10).
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Fig.10. Deteccion de g-actina humana y KCNH4 en las muestras de leucemia mediante PCR
en tiempo real. Se muestra la pantalla del corrimiento de PCR en tiempo real y sus curvas de

amplificacion.

e De las 40 muestras, 32 (80%) fueron positivas para la amplificacion de
KCNH4 y 8 muestras (20%) fueron negativas (Fig.11).

80%

SOBREEXPRESION DE KCNH4
EN LEUCEMIAS

Fig.11 . Proporcion de sobreexpresion de KCNH4 en leucemias. 80% de las muestras de

leucemias fueron positivas, mientras que el 20% fueron negativas.
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El software fdg (BIOER) obtiene valores de fluorescencia relativa que se pueden

comparar entre si al transformar los datos de la fluorescencia emitida por los

productos amplificados con los oligonucledtidos para KCNH4 y B- actina humana

de las muestras de Leucemias y del tejido médula 6sea normal, los cuales son

adquiridos por el sistema 6ptico del termociclador de tiempo real. A partir de estos

datos se pueden observar, de manera grafica, las 32 muestras de Leucemias con

sobreexpresion de KCNH4. Las barras muestran los niveles de expresion relativa

de las muestras tumorales contra los tejidos normales (T/N) (Fig.12).

SOBREEXPRESION DE KCNH4 EN
LEUCEMIAS
URE
31 0.81
12.54
29 0.94
1.12
27 48.71
1.02
25 1.12
$ 23 L 16.3
= 9.24
5 21 006
O 19 15.13
g 1.01
17 25.43
L 53.54
0 15 9.37
@) 3.77
o 13 6.04
LLl 258
= 11 27.18
) 1.99
Z 9 422
5.34
7 8.67
4.14
5 1.29
4.26
3 9.01
2.14
1 8.79

72.94

Fig .12. Gréfica con los niveles de sobreexpresién en PCR en tiempo real de KCNH4 como

T/N.

62




e De las 32 muestras con sobreexpresion de KCNH4 por gPCR, 11 (35%)
tuvieron el diagnostico histologico de Sindrome mielodisplasico (SMD), 9
(28%) de Leucemia mieloide cronica (LMC), 4 (13%) a Leucemia
linfoblastica aguda (LLA), 3 (9%) de Leucemia mieloide aguda (LMA), 3(9%)
de Leucemia promielocitica aguda (LPA), 2 (6%) de Leucemia linfoblastica
cronica (LLC). (Fig.13).

SOBREEXPRESION DE KCNH4 EN
LEUCEMIAS

LLC

6% SMD

Fig.13 . Distribucién de las muestras con sobreexpresiéon de KCNH4 por PCR en tiempo real
de acuerdo al diagnéstico histolégico SMD, LMC, LLA, LMA, LPAy LLC.

e De las 11 (35%) muestras con diagndstico histologico de Sindrome
mielodisplasico, se observaron 2 muestras con niveles altos de
sobreexpresion de KCNH4 (48.71 y 72.94), 4 con niveles intermedios (9.37,
4.06, 16.3y 11) y 5 niveles bajos (1.01, 1.12, 1.12, 0.94 y 0.81) (Fig.14).
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SINDROME MIELODISPLASICO (SMD)
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Fig.14 . Sobreexpresién de KCNH4 en Sindrome mielodisplasico. De las 11 muestras los
niveles de sobreexpresién van de altos (No.7 y 11), intermedios (No.1,3,4y 5) y bajos
(N0.2,6,8,9 y 10).

e De las 9 (28%) muestras con Leucemia mieloide crénica, se observaron 2
muestras con niveles altos de sobreexpresion (53.54 y 15.13), 3 con niveles
intermedios (8.79, 9.24 y 9.01) y 4 con niveles bajos (1.99, 2.58, 3.77 y
0.06) (Fig.15).

LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA (LMC)

53.54

Fig.15 . Sobreexpresién de KCNH4 por PCR en tiempo real en Leucemia mieloide cronica.
Este tipo de leucemia presenté niveles de sobreexpresion alta (No.5y 6), intermedio (No.1,8
y 9) y bajos (No.2,3,4 y7).
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e De las 32 muestras, 4 (13%) tuvieron el diagnostico histologico de
Leucemia linfoblastica aguda. Se observd 1 muestra con nivel alto de

sobreexpresion (27.18), 2 con niveles intermedios (8.67 y 5.34) y 1 con
niveles bajos (1.02) (Fig.16).

LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA
(LLA)

Fig. 16. Sobreexpresiéon de KCNH4 por PCR en tiempo real en Leucemia linfoblastica aguda.

Los niveles de sobreexpresion fueron de alto (No.3), intermedio (No.1,2) y bajo (No.4)

e De las muestras con sobreexpresion a KCNH4 3 (9%) tienen el diagndstico
histologico de Leucemia mieloide aguda (LMA). Se observé 1 muestra con

nivel alto de sobreexpresion (25.43), 1 con nivel intermedio (4.14) y 1 con
nivel bajo (1.29) (Fig.17).

LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA (LMA)
25.43
4.14
1.29
e
1 2 3

Fig.17 . Sobreexpresién de KCNH4 por PCR en tiempo real en Leucemia mieloide aguda.
Una muestra presento nivel de sobreexpresion baja (No.1), otra mostro niveles de
sobreexpresioén intermedia (No.2) y la Gltima mostro un nivel de sobreexpresén alto (No.3).
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e De 3 (9%) de leucemia promielocitica aguda (LPA) tambien mostro
sobreexpresion a KCNH4 siendo una variante de LMA . Se observaron las 3
dentro de nivel intermedio (2.14, 4.26 y 6.04) (Fig.18).

LEUCEMIA PROMIELOCITICA AGUDA
(LPA)

2.14

Fig.18 . Sobreexpresién de KCNH4 por PCR en tiempo real en Leucemia promielocitica
aguda. En este tipo de leucemia las 3 muestras presentaron niveles de sobreexpresion
intermedio, siendo esta variante de LAM.

e Tambien de las 32 muestras con sobreexpresion a KCNH4, 2 (6%) fueron

de Leucemia linfoblastica crénica (LLC) (Figs.19).

LEUCEMIA LINFOBLASTICA CRONICA
(LLC)
12.54
4.22
|
e | ,
A B
1 2

Fig. 19. Sobreexpresién de KCNH4 por PCR en tiempo real en leucemia linfoblastica crénica.
Los niveles de sobreexpresion de una de las muestras fue de intermedia (No.1) y alta (No.2).
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Finalmente, la Tabla 13, resume los resultados obtenidos en el presente trabajo de

tesis, en la cual se pueden observar las frecuencias de las muestras de los

diferentes tipos de leucemia analizados en las que se observd sobreexpresion de

KCNHA4.

Tabla 13. Frecuencia de la sobreexpresion de KCNH4 (KCNH4+).

TIPO DE LEUCEMIA

SINDROME
MIELODISPLASICO
(SMD)

LEUCEMIA MIELOIDE
CRONICA (LMC)

LEUCEMIA MIELOIDE
AGUDA (LMA)

LEUCEMIA
LINFOBLASTICA
CRONICA (LLC)

LEUCEMIA
LINFOBLASTICA
AGUDA (LLA)

LEUCEMIA
PROMIELOCITICA
AGUDA

PORCENTAJE
GLOBAL

NO.
TOTAL

14

12

NO. NO.
KCNH4 + KCNH4 -
11 3
9 3
3 2
2 -

4 -

3 -

FRECUENCIA
KCNH4+ (%)

78.6

75

60

100

100

100

80%
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8. DISCUSION

En este estudio, se obtuvo informacion sobre el nivel de expresion del gen que
codifica al canal i6nico KCNH4 en biopsias de médula ésea de pacientes con
diferentes tipos de leucemias [Sindrome mielodisplasico (SMD), Leucemia linfoide
aguda (LLA), Leucemia mieloide aguda (LMA), Leucemia mieloide crénica (LMC),
Leucemia linfoide cronica (LLC) y Leucemia promielocitica aguda (LPMA)] en
comparacion con muestras de meédula 6sea normal. Cabe mencionar que la
expresion del gen KCNH4 no ha sido reportada antes en relacién a ningun tipo de
cancer- como marcador molecular. Hay reportes en los cuales KCNH4, también
llamado BEC2 se ha usado como un anticuerpo anti-idiotipico que imita a GD3,
gue es un gangliésido que se expresa sobre la superficie de células tumorales.
BEC2 ha demostrado ser seguro y estimula respuesta anti-GD3 dentro de
pacientes con melanoma, lo que ayuda a que pacientes con SCLC presentaran
una sobrevivida prolongada después de la terapia de induccion con la

vacunacion®®.

En este estudio se pudo observar que el transcrito del gen KCNH4 se
sobreexpresaba en 80% del total de las muestras de los diferentes tipos de
leucemias, obteniéndose un porcentaje de muestras con sobreexpresion de
KCNH4 desglosado de 78.6% para SMD, 75% para LMC, 60% para LMA y de
100% para LLC, LLA y LPMA. Esto sugiere que el gen KCNH4 puede ser un
biomarcador tumoral en las leucemias estudiadas, ya que aun cuando existen
diferencias en la frecuencia de sobreexpresion entre unas y otras, la frecuencia

menor es alta en comparacion con otros marcadores de leucemias.
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Otros genes que codifican a canales idnicos similares al estudiado en este trabajo
de tesis se han reportado previamente como marcadores moleculares tumorales.
Por ejemplo, el canal KCNH1 o EAG se ha encontrado en diferentes neoplasias
como marcador diagnostico como cancer de mama, prostata, renal, colon,
pulmon’”, eséfago, hepético, pancreatico, y melanoma entre otros y como
marcador temprano en cancer cervical’’>. Es importante mencionar, que
recientemente un grupo en Alemania reportd la sobreexpresion de EAG en LMA
(40%), LMC (38%) y SMD (58%), aunque fue negativo en LLA y describieron su
papel como marcador pronéstico en estas neoplasias*’*. Otro canal i6nico que ha
sido encontrado sobreexpresado en diferentes neoplasias es KCNH2 o HERG1, el
cual se ha encontrado como marcador diagndstico en cancer de endometrio®”,
glioblastoma'®, colon'*® y como marcador pronéstico de sobrevida corta en
cancer de eséfago’’®, gastrico™®® y LMA'® y LLA'®, Es interesante mencionar que
en el caso de las leucemias y en cancer de mama, esta presente una isoforma
mas corta del canal HERG1 (HERG1B) con una frecuencia de 78% para LMA y de
80% para LLA'®. Estos datos son similares a los obtenidos en esta tesis, en
donde se observo una frecuencia de KCNH4 de 60% en LMA y de 100% para
LLA.

A pesar de que proteinas similares a la estudiada en este trabajo se han reportado
como marcadores de Leucemias, ninguna ha sido encontrada en los seis tipos de
leucemias analizados en este estudio, ya que en el estudio de Agarwal se
encuentra sobreexpresién de EAG en LMA, LMC y SMD, no asi en LLA'™.
Mientras, en el estudio de Pillozi se encontr6 a HERG1B sobreexpresado en
LPMA y LLAY". En el presente estudio, encontramos sobreexpresiéon de KCNH4
en SMD, LMC, LMA, LLC, LLA y LPMA. Es interesante resaltar que en este trabajo
se utilizé RTPCR cuantitativa, la cual ha demostrado ser una técnica que tiene
mayor sensibilidad que la RTPCR tradicional usada por Pillozi'”’. Ademas,
interesantemente, KCNH4 pertenece a la misma familia de los genes EAG

(KCNH1) y HERG1 (KCNH2). Esto nos sugiere que los miembros de esta familia
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son genes que pudieran tener un papel importante en la carcinogénesis, mas que
ser eventos secundarios en el desarrollo del cancer. Esto es algo que debe

analizarse en un estudio posterior.

Un punto no abordado en este trabajo fue el analisis de KCNH4 como un
marcador pronostico, tal como se ha hecho en los canales io6nicos que
previamente se han mencionado como marcadores tumorales (EAG y HERG1).
Este es un aspecto muy importante que debera abordarse en un futuro muy
proximo para determinar si KCNH4 tiene potencial como marcador prondstico, de
manera similar a los canales EAG y HERG1. Asimismo, el gen HERG1 se ha
reportado su intervencién la migracion celular por la activacion de FLT-1149 y su
contribucion a la malignidad al estimular la neoangiogénesis al promover la
secrecion del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), por lo cual lo
proponen como un marcador de progresién tumoral’’®. Este es un punto que
podria evaluarse para determinar la contribucion de KCNH4 en la migracién

celular y neoangiogénesis.

Por otro lado, la frecuencia de algunos métodos confirmatorios del diagnéstico de
las leucemias es altamente variable en los diferentes tipos de leucemia. Por
ejemplo, la alteracion cromosémica caracteristica (cromosoma Philadelphia) de la
LMC presenta una frecuencia de 85%, mientras que este mismo rearreglo tiene
una frecuencia de 30% en la LLA, aunque es éste Ultimo tipo de leucemia se han
encontrado por lo menos 18 alteraciones cromosdmicas diferentes al cromosoma
Philadelphia®. En la LMA, hasta el 65% de los pacientes con este tipo de leucemia
presenta alteraciones cromosomicas, comprendiendo mas de 7 diferentes
translocaciones que generan sus correspondientes proteinas de fusién, asi como
incontables deleciones e inserciones®. En la LLC se han encontrado mdltiples
mutaciones, rearreglos cromosomicos y deleciones. La implementacion de la

determinacion de las mutaciones y de todas las técnicas citogenéticas tipicas de
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los diferentes tipos de leucemia, ya sea tradicionales o moleculares, no es una
practica de rutina en la mayoria de los laboratorios, debido a que consume mucho
tiempo, es costosa y laboriosa, ya que hay que montar y estandarizar decenas de
pruebas para la deteccion de diferentes proteinas de fusion y deleciones o
inserciones. Por esto, la busqueda de nuevos marcadores aun sigue vigente. Al
haber encontrado una frecuencia elevada de sobreexpresion del gen KCNH4 en
diferentes leucemias, lo convierte en un posible marcador Util para estos tipos de

neoplasia.

En resumen, este es el primer trabajo en el cual se reporta la sobreexpresion de
KCNH4 en diferentes tipos de leucemia. Esta es la primera vez que se describe un
posible marcador tumoral diagndstico que esté expresado en varios tipos de
leucemia, ya que la mayoria de los marcadores de leucemias en uso estan
limitados a un tipo de leucemia. Esto hace que KCNH4 pueda ser considerado un
marcador de amplio espectro en el caso de leucemias. Este marcador esta
diferencialmente expresado en muestras de pacientes con leucemias en
comparacion con muestras de personas sanas. Por otro lado, el nimero limitado
de muestras de los diferentes tipos de leucemia, hace mandatorio un estudio
exhaustivo con un mayor niumero de muestras de cada leucemia para comprobar

los datos obtenidos en este estudio.

Asimismo, es indudable que la expresion de KCNH4 esta afectada en Leucemias
por lo que se debe de estudiar a fondo para determinar de qué manera afecta el

proceso de carcinogénesis.

71



9. CONCLUSIONES

En las muestras de Leucemias, se observo la sobreexpresion de KCNH4. La

frecuencia de expresion positiva a KCNH4 en muestras de Leucemias fue de 80%.

El RNAm de KCNH4 se sobreexpresa en tejido de Leucemia en comparaciéon con

médula 6sea normal.

La frecuencia de expresion de las muestras positivas a KCNH4 en Leucemias de
acuerdo a su diagndstico histolégico fue: 11 (35%) muestras tuvieron el
diagnéstico histolégico de Sindrome mielodisplasico (SMD), 9 (28%) de Leucemia
mieloide crénica (LMC), 3 (9%) de Leucemia mieloide aguda (LMA), 2 (6%) de
Leucemia linfoblastica crénica (LLC), 4 (13%) de Leucemia aguda linfoblastica

(LLA), y 3 (9%) de Leucemia promielocitica aguda.

Se concluye que el gen KCNH4 puede considerarse un marcador tumoral en

diferentes tipos de Leucemias.

72



10 PERSPECTIVAS

Es importante realizar experimentos que confirmen la sobreexpresion del transcrito
de KCNH4 en leucemias (hibridacion in situ), la presencia aumentada de la
proteina (inmunohistoquimica) y determinar el papel de KCNH4 en la migracion
celular y neoangiogénesis. Asi como realizar experimentos de inhibicion de la
expresion de KCNH4 (con inhibidores especificos para KCNH4 o RNAI) en varias
lineas celulares de Leucemia y evaluar si hay una disminucién en la proliferacion.
Sin embargo los experimentos realizados hasta el momento pueden sugerir que

este gen seria un buen marcador molecular diagnéstico en Leucemias.

Es importante que se analicen los datos clinicos de los pacientes estudiados para

determinar el valor de KCNH4 como marcador molecular prondéstico.
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ANEXO 1

PROTOCOLO PARA EXTRACCION DE RNA (RecoverAll™, Ambion)

DIGESTION CON PROTEASA

Por cada muestra se le agregarén 400 ul de amortiguador de digestion (del
kit comercial no esté disponible su formula) y 4 ul de proteasa (del kit
comercial no esta disponible su férmula) incubandose a 50° C por 3 horas.

AISLAMIENTO DE ACIDO NUCLEICO

Posteriormente se agrego 480 ul de aditivo para aislar, mas 1.1 ml de etanol
al 100%. Se pipetearén 700 pl en un tubo nuevo con filtro, se centrifugé a
10,000 rpm por 30 segundos (eppendorf 5804R)), se decantd el fluido y se
volvid a reinsertar el filtro dentro del mismo tubo. Se agregarén 700 pl de
solucion para lavar al filtro, se centrifugé por 30 seg a 10,000 rpm, se
decantd el liquido y se reinserto el filtro mas 500 pl de solucion para lavado,
se centrifug6 por 30 seg a 10,000 rpm, se decanto, se reinserto el filtro de
nuevo y se volvio a centrifugar por 30 seg a 10,000 rpm.

DIGESTION CON NUCLEASA Y PURIFICACION FINAL DEL ACIDO NUCLEICO

A cada reaccion se le agregarén 6 ul de amortiguador de DNAsa, 4 pl de
DNAsa y 50 ul de agua libre de nucleasas dentro del filtro y se incubé por
30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 700 pl de
solucion de lavado en el filtro, se incubé por 1 minuto a temperatura
ambiente, se centrifugd por 30 segundos, se decanté el liquido filtrado y se
reinserté dentro del mismo tubo. Se agregarén 500 pl de solucién para
lavado en el filtro, se centrifugé por 30 seg a 10,000 rpm, se decanto, se
reinserté el filtro a un tubo nuevo y aplicaron 30 pl de agua libre de
nucleasas calentada a 95°C. Se incub6 a temperatura ambiente por 1 min,
se centrifugd y aplicé una segunda alicuota de 30 ul. Se centrifugd de
nuevo y los eluidos se almacenaron a -20 °C.
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ANEXO 2

TECNICA PARA REALIZAR LA RETROTRANSCRIPCION

Se utilizé un Kit para retrotranscripcion de Promega.

RNA a una concentracion 1ug con 50ug de “random hexamers” y permanecio en
el termociclador a 70°C por 5 minutos, posteriormente estuvieron 5 min. en hielo.

Se uso el coctel para cada muestra:

5x Amortiguador de RT 4ul
25 mM MgCl, 4ul
Mezcla de DNTP a 10mM 1pl
Inhibidor de RNAsa (40U/uL) 0.5l
Agua libre de nucleasa 4.5ul
Retrotranscriptasa 1ul

Las temperaturas programadas fueron: 25°C por 5 minutos, 42°C por 60 minutos y
70°C por 15 minutos.

RT-PCR de invitrogen.

Para cada muestra lo siguiente a 65°C por 5 minutos.

1ug RNA 5ul
Ramdom Hexamers (50 ng/uL) 2ul
Mezcla de DNTP a 10mM 1ul
Agua libre de nucleasa 2 pl

1 minuto en hielo para después agregarle el siguiente coctel a cada muestra por
42°C por 2 minutos

Amortiguador de RT a 10x 2 pl
MgCl, a 25mM 4 ul
DTT a 0.1M 2 ul
Inhibidor de RNAsa (40U/uL) 1l
Agua libre de nucleasa 2 pl

Posteriormente se adicion6 1 pl de enzima retrotranscriptasa a cada reaccion y se
incubo a 42°C por 50 minutos, 70°C por 15 minutos y 1 minuto en hielo. Se agregé
1 pl de la enzima RNAsa H y las muestras se volvieron a colocar en el
termociclador por 20 minutos a 37°C. Finalmente se almacenaron en el congelador
a -20°C.
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ANEXO 3

TECNICA DE PCR EN TIEMPO REAL

La cantidad de Master Mix a preparar es el necesario para el nimero de
reacciones que se van a trabajar, considerando un total de 25 pl por reaccion,
cambiando solamente el cDNA correspondiente de cada muestra y el par de

oligonucledtidos especificos (B—actina humana y KCNH4).

Los oligonucledtidos para p-actina humana fueron disefiados dentro del

laboratorio de génetica molecular.

Los oligonucledtidos para KCNH4 fueron disefiados a partir del articulo de Akira
1999,

Para KCNH4 y para —actina humana se preparo el coctel con 12.5ul Master Mix a
7mM, 1ul de oligonucledtido F, 1ul de oligonucleétido R (ambos a 20pmol/pl), 1 pl
de cDNA, 8.5ul de H,O y 1pl de Syber Green.

El programa de PCR en tiempo real que se utilizo fue el siguiente:

2 minutos a 50°C,15 minutos a 95°C,30 segundos a 95°C, 45 segundos a 58°C, 45
segundos a 72°C y 4°C al infinito.
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