ISSN (Impreso): 2707-6954 | ISSN (En linea): 2707-6946

Frecuencia de los genes de fusion BCR-ABL1, E2A-PBX1, MLL-
AF4, y TEL-AML1 con leucemia linfoblastica aguda de células B

Francisco Sanchez-Pinto'?
Guillermo Frank Romero Guerra'

Filiacion y grado académico

" Instituto Nacional de Salud del Nifio de
San Borja (INSNSB), Lima, Perd.

2 Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima,

Peru.

2 Maestro en Genética Humana.

b Doctor en Medicina.

¢ Maestro en Bioguimica y Biologia
molecular.

4 Bidlogo Genetista Biotecnologo.

Contribucién de autoria

FSP: disefio del estudio, desarrollo de la
metodologia de investigacion, analisis de
los datos, redaccion, revision y edicion final
del articulo.

GMM: supervision, planificacion y ejecucion
del articulo.

MCG: analisis e interpretacion de los datos,
revision critica del contenido final y apro-
bacion de la version final.

GRG: andlisis e interpretacion de los datos,
revision critica del contenido final y aproba-
cion de la version final.

JFV: anélisis e interpretacion de los datos,
revision critica del contenido final y aproba-
cion de la version final.

Fuentes de financiamiento

La investigacion fue realizada con recursos
propios.

Conflictos de interés

Los autores declaran no tener conflictos de
interés.

Recibido: 05-12-2022
Aceptado: 06-02-2023
Publicado en linea: 23-02-2023

Citar como

Sanchez-Pinto F, Manassero G, Correa Gue-
rrero MC, Romero Guerra GF, Fuentes Vera
J. Frecuencia de los genes de fusion BCR-
ABL1, E2A-PBX1, MLL-AF4, y TEL-AML1 en
la leucemia linfoblastica aguda de células B.
Rev Peru Cienc Salud. 2023;5(1):7-15. doi:
https://doi.org/10.37711/rpcs.2023.5.1.402

Correspondencia

Francisco José Melchor Sanchez Pinto
Direccion: Calle Mariano Carranza 648 —
Dpto. 408 — Cercado de Lima. Lima, Perd.
Codigo postal: 51

Teléfono: 992397527

Email: fsanchezp@insnsb.gob.pe

© El autor. Este es un articulo bajo la licencia de
gm Creative Commons, CC-BY 4.0

, Gioconda Manassero'?

, Mdnica Carola Correa Guerrero?<®,

, Julissa Fuentes Vera'd

RESUMEN

Objetivo. Describir la frecuencia de los genes de fusion BCR-ABL1, E2A-PBX1,
MLL-AF4, y TEL-AML1 en pacientes con leucemia linfoblastica aguda de células
B en el Instituto Nacional de Salud del Nifio de San Borja, Lima (Pert). Métodos.
Se estudiaron 375 muestras de pacientes pediatricos diagnosticados con
leucemia linfoblastica aguda de células B, recibidas en el Servicio de Genética,
la cuales se detectaron los genes de fusion BCR-ABL1, E2A-PBX1, MLL-AF4, y
TEL-AML1 en médula 6sea o sangre periférica, utilizando la reaccion en cadena
de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR). Resultados. Del total de
muestras, 58 fueron positivas para los genes de fusién BCR-ABL1, E2A-PBX1,
MLL-AF4 y TEL-AML1, las cuales tuvieron siguientes frecuencias: 2,13 %, 4,53 %,
0,53 % y 8,27 %, respectivamente. Conclusiones. El gen de fusion TEL-AML1
es el més frecuente en nuestra poblacién pediatrica, el cual esta asociado con
un pronostico favorable.

Palabras clave: leucemia linfobldstica; pediatria; biologia molecular,
citogenética; inmunofenotipificacion (Fuente: DeCS - BIREME).

ABSTRACT

Objective. To describe the frequency of BCR-ABL1, E2A-PBX1, MLL-AF4, and
TEL-AML1 fusion genes in patients with B-cell acute lymphoblastic leukemia at
the Instituto Nacional de Salud del Nifio of San Borja, Lima (Peru). Methods.
We studied 375 samples from pediatric patients diagnosed with B-cell acute
lymphoblastic leukemia, received at the Genetics Service, in which BCR-ABL1,
E2A-PBX1, MLL-AF4, and TEL-AML1 fusion genes were detected in bone marrow
or peripheral blood, using reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-
PCR). Results. Of the total samples, 58 were positive for BCR-ABL1, E2A-PBX1,
MLL-AF4, and TEL-AML1 fusion genes, which had the following frequencies:
2.13%, 4.53%, 0.53%, and 8.27%, respectively. Conclusions. The TEL-AML1
fusion gene is the most frequent in our pediatric population, which is associated
with a favorable prognosis.

Keywords: lymphoblastic leukemia, pediatrics; molecular biology; cytogenetics,
immunophenotyping (Source: MeSH - NLM).
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INTRODUCCION

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el tipo de
cancer mas frecuente en pacientes pediatricos, la
cual ha obtenido mejoras en la supervivencia con
una alta tasa de curacion a través de los ensayos
clinicos ™. El proceso en el que se desarrolla la LLA
radica en la proliferacién descontrolada anormal de
los glébulos blancos o leucocitos en la fuente madre
gue es la médula ésea (MO); luego, en la sangre
periférica (SP) se va esparciendo a través de otros
tejidos @, Las caracteristicas clinicas mas comunes
de esta enfermedad son las hemorragias, petequias
y equimosis, fiebre, aparicién de moretones y dolor
6seo @, lo que conlleva a una rapida atencion de
emergencia, como un oportuno tratamiento segun el
tipo de leucemia que presente el paciente pediatrico.

La LLA de célula B es el tipo mas comun en la
LLA en nifios. Numerosos avances en la patogénesis
han proporcionado una mejor comprension de los
genes implicados en la biologia de la enfermedad
con respecto a las implicaciones de diagnostico
y prondstico. Las alteraciones genéticas mas
frecuentes de esta patologia son los siguientes
genes de fusion: BCR/ABL1 (variantes p210 y p190),
E2A/PBX1(TCF3/PBX1), MLL/AF4 (KMT2A-AFF1) y
TEL/AML1 (ETV6-RUNX1), que corresponden a las
siguientes translocaciones citogenéticas: 1(9;22)
(@34,911), t(1;19)(q23;p13), t(4;11)(q21;923) y
t(12;21)(p13;922), respectivamente “>),

Las variables prondsticas bien establecidas incluyen
factores del paciente como la edad, recuento

inicial de leucocitos (nl(r);}) las caracteristicas

genéticas e inmunofenotipicas del blasto leucémico
y la respuesta individual a la terapia ©.

En el contexto del desarrollo de la biologia
molecular a nivel nacional, la frecuencia de
los genes de fusion en la poblacion pediatrica
con LLA de células B es de suma importancia.
Es asi que la caracterizaciéon molecular de los
transcriptos de fusién y su asociacion con los
estudios complementarios de la citogenética y la
inmunofenotipificacion nos permitiran identificar el
manejo adecuado en el diagnostico, tratamiento y
prondstico de las LLA en el Instituto Nacional de
Salud del Nifio de San Borja (INSNSB).

METODOS

Tipo de estudio

Se realizd un estudio observacional, descriptivo y
retrospectivo en el Instituto Nacional de Salud del
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Nifio de San Borja, desde el 1 de enero del 2016 al
31 de diciembre del 2020.

Poblacion y muestra

Se recolectd una poblacidon muestral de 375 casos
de pacientes menores de 18 afios que cumplian
los criterios de una LLA de células B; los cuales
ingresaron al area de genética molecular del
Servicio de Genética del INSNSB para un estudio
de diagnostico para el panel molecular de los genes
de fusion BCR/ABL1 (p210y p190), E2A/PBX1, MLL/
AF4 y TEL/AMLI.

Instrumentos de recoleccion de datos

Se Identificé a los pacientes con diagndstico de LLA
de células B, a través de la revision de resultados
de genética molecular, citogenética, citometria
de flujo y recuento leucocitario, observando que
cumplan con los criterios de inclusién y exclusién.
Se determind al paciente por un codigo numérico
para mantener la confidencialidad de la informacion.
Se realiz6 la blUsqueda de datos demograficos y
laboratoriales (moleculares, citogenéticos, citometria
de flujo, recuento leucocitario y tipo de muestra) en
el sistema informatico del INSNSB, Sis Galen Plus.
Los datos se colocaron en una ficha de recoleccién
de datos como instrumento, el cual fue validado
mediante un acta de factibilidad y viabilidad
de la Subunidad de Investigacion e Innovacion
Tecnolégica (SUIIT) del INSNSB.

Procedimientos de la recoleccion de informacion

Se realizd una descripcién de las variables
demograficas y laboratoriales, empleandose
porcentajes y frecuencias absolutas para las variables
cualitativas (sexo, tipo de muestra, gen de fusién,
estadio madurativo y citogenética) y medidas de
tendencia, central como la media y desviacion
estandar o mediana, para las variables cuantitativas
(edad y recuento leucocitario), segun se ajusten o
no a una distribuciéon normal.

Analisis de datos
Se utilizé la estadistica descriptiva a partir de las

medidas de tendencia central mediante el software
de analisis estadistico SPSS 26.

Aspectos éticos

El presente trabajo de investigacién no requirio
de un enrolamiento activo de ningln paciente,
por lo que para la recoleccidon de datos se solicito
la aprobacién del Comité de Etica del INSNSB.
La informacion obtenida se guardo en la captura
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electrénica de datos de investigacion (REDCap) para
el almacenamiento de la informacién digital bajo
codigos especificos creada para este estudio.

Extraccion y cuantificacion de ARN

Para extraer el acido ribonucleico (ARN) se utilizd
sangre total, la cual fue sometida a una solucion
monofasica de fenol y tiocianato de guanidina
(método fenol/cloroformo); luego, el ARN fue
resuspendido en agua de grado molecular ?. Para
la cuantificacion del ARN se utilizo el kit de ensayo
Qubit RNA BR (amplio rango) de Life Technologies
(Q33230) en un fluorémetro Qubit (v2. Invitrogen
by Life Technologies).

A continuacion, el ARN fue sometido a la
elaboracién de su ADN complementario (cDNA),
el cual es necesario para su amplificacion mediante
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La
sintesis de cDNA y la PCR en conjunto es llamada
RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa reversa).

Sintesis del cDNA

Para la elaboracion del ¢cDNA, la cuantificacién
de ARN final en la estandarizacién en nuestro
laboratorio fue 600 ng/pl para cada muestra. Para
este proceso se utilizd la ProtoScript® |l Reverse
Transcriptase de New England Biolabs, en dos pasos.
Se trabajo6 con 20 pL para cada muestra en un tubo
de PCR (0,2 mL). Para el primer paso, se utilizé 600
ng de RNA de templado (3 pL en la mezcla final),
2 yL random primer Mix y 3 pL de agua de grado
molecular. Luego, el tubo de PCR con toda la mezcla
se introdujo en el termociclador a 65 °C durante
5 minutos. En el segundo paso se agregé 10 pL
de Buffer 5X'y 2 uL de la transcriptasa reversa; y
finalmente fue colocado en el termociclador, donde
se incubo la mezcla de 20 pL a 25 °C durante 5
minutos y luego a 42 °C durante una horg;
posteriormente, para la inactivacion de la enzima,
la temperatura y minutos fue a 65 °C durante 20
minutos respectivamente. Por ultimo, el ¢cDNA
producido se utilizé para la PCR o se guardd a
-20°C, para su proximo uso.

PCR

Como control interno o housekeeping de amplificacion
de la PCR en leucemias se utiliz6 el gen ABL]T.

Primers ABL1 (Control Interno):

5" ATCTGCCTGAAGCTGGTGGGCT 3
5" TGTGATTATAGCCTAAGACCCGGAG 3’

@ https://doi.org/10.37711/rpcs.2023.5.1.402
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Para las amplificaciones especificas, los primers
o cebadores de los genes de fusion utilizados para
nuestro estudio de la PCR fueron los siguientes ©:

Primers BCR-ABL1 (p210):
5'-GAAGTGTTTCAGAAGCTTCTCC-3' (Forward)
5'-GTTTGGGCTTCACACCATTCC3' (Reverse)

Primers BCR-ABL1 (p190):
5'-GACTGCAGCTCCAATGAGAAC-3' (Forward),
5'-GTTTGGGCTTCACACCATTCC-3' (Reverse)

Primers E2A-PBX1:
5'-CACCAGCCTCATGCACAAC-3' (Forward)
5'-TCGCAGGAGATTCATCACG-3' (Reverse)

Primers MLL-AF4:
5'-CCGCCTCAGCCACCTAC-3' (Forward)
5'-TGTCACTGAGCTGAAGGTCG-3' (Reverse)

Primers TEL-AML1:
5'-TGCACCCTCTGATCCTGAAC-3' (Forward)
5'-AACGCCTCGCTCATCTTGC-3' (Reverse)

Para las reacciones de la PCR en un tubo de PCR
de 0,2 mL, con un volumen final de 25 pL, se utilizd 3
pl de cDNA y las concentraciones finales de 400 nM
(primer forward y reverse), 2,5 mM de dNTP, Buffer
a 1X, 2,5 mM de MgCl, y 1 U de Taq polimerasa.
El tubo de PCR se colocd en el termociclador con
la siguiente programacién: una desnaturalizacién
inicial de 4 min a 95 °C seguida de 35 ciclos de:
94 °C por 30 seg, 65 °C por 1 miny 72 °C por 1 min,
mas 1 min de extension final a 16 °C.

Electroforesis

Los productos de PCR fueron sometidos a una
electroforesis, para el cual fue utilizado un gel
de agarosa al 2 %. A las muestras se les afadid
una tincién Safe-Green (abm), la cual contiene el
colorante de carga 6X. Para la visualizacién de
los amplicones se utilizd un transiluminador. El
marcador de peso molecular (PM) se utilizé con
un tamafio de 100 pb a 1 kb. Asimismo, se realizd
una comparacion con la citogenética mediante el
bandeo GTG (giemsa-tripsina-giemsa).

Las fotografias digitalizadas de los geles se
archivaron debidamente siendo codificadas en
carpetas de un computador. Los datos de los
estudios citogenéticos, citometria de flujo y del
conteo de leucocitos fueron obtenidos de la misma
institucion.
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RESULTADOS
De las 375 muestras ingresadas al area de genética
molecular, para los rearreglos moleculares

correspondientes a los genes de fusién BCR-ABLT,
E2A-PBX1, MLL-AF4, y TEL-AML1: en 58 muestras
se detectd la positividad para uno de los genes de
fusion del panel LLA de células B del periodo 2016 -
2020, mientras que en 317 el resultado fue negativo
para los cuatro rearreglos moleculares.

De las 58 muestras positivas se analizaron las
caracteristicas generales, como la edad, sexo
y el tipo de muestra. Asimismo, se afadi6 la
caracteristica clinica del conteo leucocitario y el
inmunofenotipo de cada muestra. Para los genes
BCR-ABL1, E2A-PBX1, MLL-AF4, y TEL-AML1 se
observd una edad promedio de 13,9, 10,6, 5 y
8 afos, respectivamente. El mayor nimero de
individuos fue del sexo masculino con 40 pacientes
con respecto al femenino con 18 pacientes. El
tipo de muestra de todos los positivos estuvo
representada igualitariamente por médula ésea
(MO) y de sangre periférica (SP), con 29 casos
cada una. El recuento de leucocitos promedio para

los genes de fusién BCR-ABL1, E2A-PBX1, MLL-
10° 10°

AF4, y TEL;AML'] fue 1038,2 X o 55,3 x Tl

155,6 x r;?ng y 19,1 x 1%3, respectivamente, con

m
10 El recuento
m

un promedio total de 84,6 x
de leucocitos promedio para los genes de fusion
BCR-ABL1, E2A-PBX1, MLL-AF4, y TEL-AML1 fue

108,2 x 12 553 x 1% 1556 x 1%y 19,1 x
3 mm . mm mm
r;g]s, respectivamente, con un promedio total de
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84,6 x nlg; . La distribucién de los inmunofenotipos
analizados por citometria de flujo fue la siguiente:
26 comun, 19 Pre-B, 3 de Pro-B y 10 de estadio

maduro (ver Tabla 1).

Con respecto a las 375 muestras procesadas, en
el gen de fusién BCR-ABLT, este se detectd en 8/375
(2,13 %) nifios; asimismo, en 6 de estos 8 pacientes
se observd la t(9;22)(q34;911) en citogenética.
Con respecto al gen de fusion E2A-PBX1, este se
encontrd en 17/375 (4,53 %) nifios; de los positivos
de estos pacientes, se observo en 9 de ellos la t(1;19)
(923;p13) en el cariotipo. El gen de fusién MLL-AF4
se detectd en 2/375 (0,53 %) nifios; de igual manera,
se observé la t(4;11)(q21;923) en el cariotipo. Para el
gen de fusion TEL-AML1, este se detectd en 31/375
(8,27 %) nifios, no detectandose la t(12;21)(p13;922)
en la citogenética (ver Tabla 2).

Para el BCR/ABL1 se consider6 como imagen
en la electroforesis a la variante p190, la cual fue
mas prevalente en nuestro estudio y se asocia
principalmente a las LLA en pacientes pediatricos @
(ver Figura 1A); es asi que para este gen de fusién
se puede observar su tamafo de amplificacién
de 521 pb con su control interno (ABL1) de un
tamafio de 277 pb, y los controles negativos. La
citogenética (ver Figura 1B y 1C) pudo correlacionar
estd positividad mediante la translocacion t(9;22)
(934;,911.2), la cual se encontré en un cariotipo
complejo en dos de las tres lineas celulares (ver
Figura 1By 1C). La tercera linea celular, la cual fue
normal (46,XY), no se consider6 en la figura para la
visualizacion.

Tabla 1. Caracteristicas generales e inmunofenotipos de los pacientes positivos con LLA, clasificados segun los genes de fusion en

BCR-ABL1, E2A-PBX1, MLL-AF4, y TEL-AML1

E2A-PBX1

MLL-AF4 TEL-AML1

Parametros BCR-ABL1 (TCF3-PBX1) KMT2A-AFF1 (ETV6-RUNX1) Total
n 8 17 2 31 58
Edad promedio
rdad | 139 106 5 8 9,4
Sexo (F/M) 2/6 6/11 0/2 10/21 18/40
Muestra (MO/SP) 3/5 7/10 2/0 17/14 29/29
Promedio conteo de 108,2 55,3 155,6 19,1 84,6
leucocitos x 10

mm?

Comun 5 1 0 20 26
Inmuno Pre-B 0 15 0 4 19
fenotipo Pro - B 1 0 2 0 3

Maduro 2 1 0 7 10

Rev Peru Cienc Salud. 2023;5(1):7-15
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Tabla 2. Distribucién de los genes de fusién positivos BCR-ABL1, E2A-PBX1, MLL-AF4, y TEL-AML1 de pacientes del INSNSB (2016-
2020), asociados con las translocaciones cromosémicas detectadas por citogenética convencional

Prueba de laboratorio Genes de fusion (BM) y citogenética (CT) N %
BCR-ABL1 8 2,13

E2A-PBX1(TCF3-PBX1) 17 4,53

Biologia molecular MLL-AF4 (KMT2A-AFF1) 2 0,53
(BM) TEL-AMLT (ETV6-RUNXT) 31 8,27
Negativo 317 84,54

Total 375 100

t(9,22)(q34:911) 1,67

t(1;19)(923;p13) 9 2,51

) . t(4;11)(921;923) 2 0,56

- Cali £(12:21)(p13;922) 0 0
Otras alteraciones (numéricas y/o estructurales) 275 76,6
No crecimiento celular 67 18,66

Total 359 100

En el caso de E2A-PBX1(TCF3-PBX1) se puede
observar un tamafio de 373 pb con su control
interno (ABL1) de un tamaifo de 277 pb; y los
controles negativos (ver Figura 2A). La citogenética
(ver Figura 2B), se asocid con la t(1;19)(g23;p13),
la cual se encontrd en la primera de las dos lineas
celulares reportadas en el diagnostico. La segunda
linea celular, la cual fue normal (46,XY), no se
considerd en la figura para la visualizacion.

Para el gen de fusion MLL-AF4 (KMT2A-AFF1),
se observé un tamafio de 673 pb con su control
interno (ABL1) de un tamaifio de 277 pb, y los
controles negativos (ver Figura 3A). La citogenética
(ver Figura 3B), se asocid con la t(4;11)(g21;923),
la cual se encontrd en la primera de las dos lineas
celulares reportadas en el diagnostico. La segunda
linea celular, la cual fue normal (46,XX), no se
considerd en la figura para la visualizacion.
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Figura 1. A) Producto de PCR para el gen de fusién BCR/ABL1 (variante p190); M: marcador de peso molecular (100 pb), carril 1:
producto de 521 pb del BCR-ABL1 p190, carril 2: producto de 277 pb del ABL1, carril 3: control negativo del BCR-ABL1 p190 y carril
4: control negativo del ABL1. B) Cariograma de la primera linea celular con el cariotipo 45,XY,t(9;22)(q34;q11.2),-16,add(20)(q11.2).
C) Cariograma de la segunda linea celular con el cariotipo 45,XY,der(9)t(9;12)(p22;q13)t(9;22)(q34;q11.2). Todos los cromosomas

alterados estan marcados con flechas
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Figura 2. A) Producto de PCR para el gen de fusién E2A-PBX1(TCF3-PBX1); M: marcador de peso molecular (100 pb), carril 1:
producto de 373 pb del E2A-PBX1, carril 2: producto de 277 pb del ABL1, carril 3: control negativo del E2A-PBX1 y carril 4: control
negativo del ABL1. B) Cariograma de la primera linea celular con el cariotipo 46,XY,1(1;19)(q23;p13.3). Todos los cromosomas

alterados estan marcados con flechas

Para el TEL-AML1 (ETV6-RUNX1), se puede
observar un tamafo de 298 pb con su control
interno (ABL1) de un tamafo de 277 pb, y los
controles negativos (ver Figura 4A). La citogenética
(ver Figura 4B), no correlacion6 visualmente con la
1(12;21)(p13;q22), debido a que la translocacion se
da puntos de ruptura donde el patron de bandas
es similar, pero se encontrd otras alteraciones en la
primera linea celular como la t(1;16)(932;924), t(4;21)
(p10;910) y t(8;12)(p10;p10) para este caso positivo.

673 pb
==

27 b
—

La segunda linea celular, la cual fue normal (46,XY),
no se considerd en la figura para la visualizacion.

DISCUSION

Los resultados proporcionados en este trabajo
muestran un gran avance sobre la caracterizacién
molecular en una institucién publica. Ahora bien, al ser
el INSNSB un lugar de referencia para el diagndstico
molecular en la LLA en todo el pais, es necesario tener
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Figura 3. A) Producto de PCR para el gen de fusién MLL-AF4 (KMT2A-AFF1); M: marcador de peso molecular (100 pb), carril
1: producto de 673 pb del MLL-AF4, carril 2: producto de 277 pb del ABL1, carril 3: control negativo del MLL-AF4 y carril 4:
control negativo del ABL1. B) Cariograma de la primera linea celular con el cariotipo 46,XX,t(4;11)(g21;923). Todos los cromosomas

alterados estan marcados con flechas
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Figura 4. A) Producto de PCR para el gen de fusién TEL-AML1 (ETV6-RUNX1); M: marcador de peso molecular (100 pb), carril
1: producto de 298 pb del TEL-AMLI1, carril 2: producto de 277 pb del ABL1, carril 3: control negativo del TEL-AML1 y carril 4:
control negativo del ABL1. B) Cariograma de la primera linea celular que representa al cariotipo 46,XY,t(1;16)(q32;q24),t(4;21)
(p10;910),t(8;12)(p10;p10). Todos los cromosomas alterados estan marcados con flechas

todas las herramientas para facilitar el diagndstico y
tratamiento exitoso en todos los pacientes pediatricos
que llegan de todas las regiones del pais.

La frecuencia de los genes de fusion para nuestros
pacientes fueron BCR-ABL1 (2,13 %), E2A-PBX1
(4,53 %), MLL-AF4 (0,53 %) y TEL-AML1 (8,27 %).
En Latinoamérica se han reportado valores similares;
por ejemplo, en México, en el afo 2016 se encontro
el TEL-AML1T con una frecuencia al 7,21 % seguido
del E2A-PBX1 con 5,15 %, no encontrandose en
su estudio los genes de fusion MLLAF4 y BCR-
ABL1 ©. Asimismo, en el afio 2006 se reportd en
Chile un sélo estudio para los genes TEL-AML1 y
BCR-ABL1, obteniéndose frecuencias de 23 % y 4 %,
respectivamente (%, En Argentina, en el afio 2005 se
obtuvieron los siguientes resultados utilizando 129
pacientes pediatricos: BCR-ABL1 (1,6 %), E2A-PBX1
(3,9 %), MLL-AF4 (8,5 %) y TEL-AML1 (11,6 %) 7.

Para el caso del gen de fusion BCR-ABL1, en dos
muestras de sangre periférica que fueron positivas
para este gen, no coincidieron con su translocacién
cromosomica t(9;22)(g34;q11); aunque uno de los
factores pudo haber sido el tipo de muestra, la
prueba molecular es mas sensible para la deteccién
de este transcripto de fusién 2. Otro detalle muy
importante son los diferentes variantes de ruptura
en el reordenamniento del BCR-ABL1, los cuales
pueden ser facilmente analizables mediante las
técnicas moleculares 1314,
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En el caso del gen de fusién E2A-PBX1 se observo
gue en ocho muestras del total de positivos para
este gen, no fue detectable la translocacién t(1;19)
(923;p13) en el cariotipo. Los casos de “falsos
negativos” de la citogenética podrian deberse
principalmente a la técnica del ensayo, ya que
la tecnologia molecular es mas sensible para la
deteccion en el diagnostico de la LLA (), Asimismo,
hay varias causas laboratoriales para el no éxito de la
identificacion de la anomalia genética; por ejemplo,
el bajo indice mitético de las metafases, el cual se
podria confundir sélo analizando las normales (si es
mosaico). Otra causa importante, ya mencionada
para el gen de fusién BCR-ABL1, seria el tipo de
muestra (médula 6sea o sangre periférica), ya que
en una leucemia la médula 6sea es la fuente de
la generacién de todas las células sanguineas, y
es donde se forman la gran cantidad de glébulos
blancos anormales '9; por lo que la mayor cantidad
de blastos anormales se encontraria en esta fuente
dado que la sensibilidad en las pruebas de médula
Osea seria superior en algunos casos que la muestra
de sangre periférica 1.

Se ha reportado la existencia de casos en los que
el cariotipo detecta la translocacion t(1;19)(g23;p13)
y no es detectable con la herramienta molecular; la
explicacion podria deberse a que en las LLA positivas
para la t(1;19) tienen un transcrito de fusion E2A-
PBX1 que generalmente consiste en los exones 1-16
de E2A y los exones 3-9 de PBX1; sin embargo, no
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se excluye la presencia de fusiones alternativas, ya
gue se ha reportado transcripcidon quimérica que
consta de los exones 1-17 del E2A y los exones5-9
de PBX1 ®, los cuales no son detectables en la
RT-PCR usando los primers estandar utilizados en
nuestro laboratorio ®. Asimismo, se han observado
casos de t(1;19)/der(19)t(1;19) dentro del contexto
de cariotipo con hiperdiploidia, solo algunos de los
cuales expresan el gen de fusion E2A-PBX y son
asociados con un mal prondstico 9.

Respecto al gen de fusion MLL-AF4, su positividad
fue la menor prevalente; los reordenamientos MLL
estan asociados mayoritariamente en infantes, con
una leucemia mas agresiva, la cual se caracteriza
por un inicio rapido, hiperleucocitosis y un mal
prondstico 9. Este reordenamiento en nuestro
estudio estuvo asociado a un inmunofenotipo Pro-B,
el cual se relaciona con los reportes en las t(4;11)
(921;923), y conlleva a un prondstico deficiente ©".
Asimismo, el tratamiento de estos pacientes
pediatricos positivos es mas intenso y probablemente
son candidatos a trasplante @2,

En el caso del gen de fusion TEL-AML1, el cual
se asocia con un prondstico favorable @3, este fue
el mas prevalente (8,27 %) en nuestra poblacion,
correlacionandose con estudios de LLA en otras
regiones de Latinoamérica; por ejemplo, en
Argentina con 11,6 %, Chile con 23,2 % y México
con 25 % @1, Asimismo, el TEL-AML1 sélo se pudo
identificar mediante la RT-PCR, ya que este gen de
fusion no es detectable visualmente por el estudio
citogenético, al ser una alteracion criptica, es decir,
gue se da en puntos de ruptura de los cromosomas
12 'y 21 donde el patron de bandas es igual, por
lo que no se puede diferenciar la alteracién @429,
En algunos casos de TEL-AML1 positivos para la
prueba molecular, en el cariotipo se observé otras
alteraciones estructurales o numéricas, las cuales
tienen un soporte significativo en el tratamiento
del paciente.

Por consiguiente, el apoyo de la citometria de
flujo mediante los marcadores inmunofenotipicos
proporcion6 evidencia que el inmunofenotipo
comun es la mas frecuente con 26 del total de casos
positivos; tratandose de la variedad mas frecuente
reportada en pacientes pediatricos ©9. Incluir este
examen complementario es, por lo tanto, muy
importante como primera linea en la clasificacién
de la leucemia en la estrategia del tratamiento a
elegir @7,
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El presente estudio permitié detectar los
transcriptos positivos de los genes de fusién en
pacientes pediatricos con LLA en la poblacién
peruana, utilizando herramientas de apoyo al
diagndstico como la citogenética y el inmunofenotipo,
las cuales en conjunto proporcionan al momento
del debut un tratamiento personalizado oportuno.

CONCLUSIONES

El gen de fusién TEL-AML1, considerado de buen
prondstico, fue el mas frecuente en la poblacion
pediatrica con LLA de células B del INSNSB.

La RT-PCR tuvo una sensibilidad mayor a la
citogenética para la deteccion de los genes de
fusién BCR-ABL1, E2A-PBX1, MLL-AF4 y TEL-AML.
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