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RESUMEN 

Introducción: La leucemia linfobláslica aguda de célu las T (LAL-T) representa el 15% de todas 

las leucemios de linaje linfoide y se asocia con mal pronóstico. Es una neoplasia en la que 

múltiples alteraciones genéticas cooperan en la transformación maligna de células 

precursoras de timocitos. Aproximad amente el 7% y 20% de los cosos de LAL-T infan til 

muestran expresión alterado de los genes TLXI y TLX3 . respectivamen te. En diversos estudios 

se ha descrito que lo sobre-expresión de TLX 1 se asocia o un pronóstico favorab le en estos 

pacientes; en cuanto al aumento en lo expresión de TLX3 , se ha asociado con un pronóstico 

desfavorable . aunque los resultados obtenidos son controvertidos. Con base en estos 

observaciones. es importante analizar lo expresión de estos genes poro conocer su probable 

aplicación como marcadores de pronóstico en LAL-T. Objetivo: Determinar mediante PCR 

en tiempo real (qPCR). e l perfil de expresión de los genes TLX 1 y TLX3 y estimar su valor como 

marcador pronóstico de recaído en pacientes con LAL-T. Metodología: Se analizaron 11 

pacientes pediátricos diagnosticados con LA L-T. del Instituto Nocional de Pediatría y del 

Hospital para el Niño Poblano. La expresión de los genes TLX 1 y TLX3 fue evaluada mediante 

la técnica de qPCR en tiempo real. Los pacientes se c lasific aron y agruparon de a c uerdo a 

los nive les de expresión de codo gen. en expresión negativo / bajo y en expresión olla. Se 

buscó analizar lo supervivencia libre de evento (SLE) y supervivencia g lobal (SG) de codo 

g rupo de expresión. considerando como even tos: recaído o muerte. Los curvos de 

supervivencia fueron calculadas por el método de Koplan-Meier y comparadas con la 

prueba de log-rank. Resultados: En el caso de TLX 1 se detectaron 2 pacientes con expresión 

olla y 9 pacientes con bajo/negativo . Poro TLX3. 3 pacientes presentaron expresión alto y 8 

con boja / negativo. Ninguno de los pacientes con expresión alto del gen TLXI presentó 

recaída a 15 meses. Lo SLE en el grupo de pacientes con expresión boja o negativo. fue de 

38.1%±17.2% (p=0. /88 ). Lo SG a 21 meses fue de 44.4%±22.2% (p=0.302) ; en ningún caso hubo 

diferencio estadístico significativo . Con respecto o lo expresión de TLX3 . el grupo de 

expresión a lto de es te gen, no presentó recaídas. mientras que el grupo de expresión 

baja/negativa, presentó una SLE a 15 meses de 37.5%±17.1% (p=0. 169). En cuanto o la SG o 

21 meses paro el grupo de expresión olla fue de 50%±35.4%. en comparación con e l grupo 

de expresión boja/negativa que tuvo uno SG de 66.7%± 19.2%. sin diferencio estadístico 

signi fica tiva (p =0.964). Discusión y Conclusiones: Lo expresión olla de TLXI sugiere asociación 

con lo SLE y SG. sin embargo. es importante considerar que el tamaño de lo población de 

estudio es muy limitado. por lo que se debe incrementar. En e l coso de TLX3 los eventos de 
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muerte o recaída, no se relacionaron con la sobre-expresión del gen. Estos resultados 

representan un acercamiento a la relación que existe entre la expresión diferencial de los 

genes TLXI y TLX3 y el riesgo de recaída en pacientes pediátricos mexicanos con LAL-T. 
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INTRODUCCIÓN 

Leucemia Aguda Linfoblástica 

La Leucemia Aguda Linfoblástic a (LAL) es una enfermedad neoplásica caracterizada por la 

expansión c lonal d e células leucémicas en la medula ósea (MO) , nódulos linfáticos. timo o 

bazo 1• Representa e l 30% de todos los tipos de c áncer infantil. por lo que se considera la 

patología más común en pacien tes pediátricos . En general, la etiología de la enfermedad 

es práclicomente desconocido. pero se han asociado a lgunos fa ctores a l incremento en e l 

riesgo de LAL tales como : 

Exposición prenata l a a ltos niveles de rayos X. 

Exposición a ciertos químicos como benzeno y factores ambienta les como la 

radiación ionizonte. 

• Algunos síndromes genétic o s. sobre todo Síndorme d e Down. 

Infecciones con virus de leucemia/linfoma de cé lulas T humano (HTL V-1) o virus de 

Epstein Barr (EBV) 2.3. 

La LAL se c onsidera una enfermedad genética debido a que la mayoría de los pacientes 

acumulan mutaciones en genes supresores de tumor y oncogenes. así como diversas 

alteraciones c romosómicos que contribuyen a l desbalance de funciones celula res 

importantes como incremento en la proliferación, supervivencia prolongada y 

diferenciación alterado de progenitores hemotopoyéticos linfoid es1• 

A nivel molecular. lo c lonación y caracterización de trons locociones cromosómicos 

recurrentes en pacientes con LAL ha permitido lo identificación de genes c ríticos paro e l 

proceso leucémico. Además. lo presencia de cierto s alterac iones puede tener 

implicaciones importantes en e l pronóstico y en la estratificación de los pacien tes que 

necesiten uno terapia más agresivo. Mediante el análisis de expresión génica. se ha podido 

c aracterizar a los leucemios con diferentes alteraciones y se ha consolidado lo idea de que 

és tas pueden determinar un tipo esp ecífico de leucemia '· 
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Leucemia Aguda Linfoblástica de Células T (LAL-T) 

La LAL-T es un d esorden neoplásico de l imocilos, carac terizado por la p resencia d e un a lto 

número de b lastos en la médula ósea y sa ng re p eriférica , agra ndamiento de nódulos 

linfáticos mediostino les y frec uentemente, involucro del sistema nervioso central s 

Aproximadamente d el 15% a l 25% de los nuevos cosos diagnostic ados como LAL en niños y 

adultos, son c lasific ados como LAL-T, la cual se asocia con un mal pronós tic o 6_ Comparado 

c on las LAL de linaje d e c é lulas B, que son las· más comunes, los LAL-T son de finidas por 

c arac teríst icas c lín icos y biológicas dis tintivos que generalmente son d esfavorables, como 

cuentas altos de leucocitos, adenopatías, y como ya se mencionó, involuc ro del sistema 

nervioso centra l 7 

Hasta ahora, el conocim iento b io lógico d e la LA L-T ha sido bas tan te lim itado . El uso de la 

citometría de flujo ha p ermitido reconocer e l estadio de d iferenciación de las clonas 

leucémic as, que junto con lo in troducc ión d e nuevas metod ologías m oleculares además d el 

a nálisis c itogené tico, ha permitido el ha llazgo d e nuevos a ltera c iones c arac terísticos de los 

pacientes con LAL-T que se pueden asociar c on e l pronóstico de lo enferm edad s. 

En LAL-T, la trans formación leucémico d e timocitos inmaduros, es causada por varios pasos 

que involucran una amp lia variedad de eventos g enéticos que a fec ta n procesos celulares 

importantes como p roliferac ión, d iferenciación y supervivenc ia c e lular 9 . Estos eventos d e 

transformación ocurren durante posos c ruciales d e l desarro llo de los timocitos, y la expresión 

de ciertos oncogenes ha sido vinc ulada a l arresto en etapas partic ulares del d esarro llo 

normal de los timoc itos 7• 

Desarrollo de linfocitos T 

En humanos, las c é lulas T progenitoras comienzan a migrar desde los sitios inic ia les d e la 

hematopoyesis hacia timo, alrededor de la oc tava y novena sema na de gesta ción (Fig. l ). 

Cuando los timocilos en d esarrollo se enc uentran en el limo, expresan proteín as de 

superficie rela c ionadas c on sus fun ciones e fec toras finales; en tre estos pro teínas se 

encuentran las glucopro teínas CD4 y C D8, que son esenc iales para la respuesto d e los 

células Tolas c élulas q ue p resentan los an tíg enos 10· 11 • 
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r;============;¡-¡:::===========il Figura 1. Migración de las células 
precursoras de los linfocitos T de la MO al 
timo. Los linfocitos T migran por lo sangre 
desde loMO al timo (A). donde tiene lugar 
su desarrollo. Los linfocitos T maduros dejan 
el timo o través de lo sangre e ingresan o 
los tejidos linfoides secundarios (B) y luego 
vuelven o lo sangre por lo linfa. En 
ausencia de activación por el antígeno 
específico. los linfocitos T maduros 
continúan recirculando entre lo sangre. los 
tejidos linfoides secundarios y lo linfa . GALT; 
tejido linfoide asociado con el intestino. 
Tomado y modificado de Porhom. el al; 

.._ ___________________ _____¡ 2006. 

Las células progenitoras que llegan o lo región subcopsulor de lo corteza externo del timo. 

carecen de CD4 y CDB. las cuales junto con el receptor de los células T (TCR) en lo 

configuración de línea germinal. son características de los linfocitos T maduros. Al 

interaccionar con las células del estroma del timo, las células progenitoras son morcados 

poro proliferar. En el curso de uno semana. los células T expresan CD2. que es uno molécula 

de adherencia específica de las células T y aún no expresan ningún componente del 

complejo TCR ni los correceptores de las células T: CD4 y CDB negativos (CD4·CD8·) y se 

denominan "timocitos doblemente negativos (DN) ". Durante su maduración. los timocitos 

DN expresan primero lo molécula de adherencia CD44. luego CD25 y al final interleucina 2 

(IL-2). En su momento. lo expresión de CD44 disminuye y comienzan los reordenamientos de 

los genes del TCR 1o. 

Los linfocitos T pueden presentar dos linajes que se diferencian por lo expresión de un 

receptor T a : ~ o y:o. Lo diferenciación en uno u otro linaje ocurre hasta que los locí del TCR 

empiezan o reordenorse 1o. El TCR es un heterodímero tronsmembronol compuesto de dos 

cadenas: yo seo a~ o yo (Fig . 2) . Los loci génicos que codifican para las cadenas a y o (TCRA 

y TCRD) estón agrupados en el cromosoma 14q 11 y aquellos que codifican lo cadena ~ 

(TCRB) y lo cadena y (TCRG) se localizan en 7q34 y 7p15, respectivamente. El locus 

genómico de lo cadena ~ del receptor de células T. se reordeno en primer lugar y contiene 

diversos agrupaciones de genes correspondientes o : segmentos génicos variables (V) , de 

diversidad (D). de unión (J) y una región constante (C). mientras que lo cadena a no 

contiene el segmento D y se reordeno en segundo lugar 10-12. 
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Sitio de unión 
al antfgeno 

Cadena a Cadena p 

Reglón 
variable 
M 

Reglón 
constante (C) 

Célula T 1.__ Cola 
cltoplasmátlca 

Figura 2. Receptor de células T. El TCR es un helerodímero 
compuesto por una cadena a de 40-SOicDa y una cadena ~ 
de 35-46kDa. La porción extracelular de cada cadena 
consiste de dos dominios de tipo inmunoglobulina : el dominio 
mós cercano a la membrana es una región C y el dominio 
mós alejado es una región V. Tomado y modificado de 
Parham. el al; 2006. 

Si hay un reordenamiento génico productivo de las cadenas y y o antes del reordenamiento 

del gen de la cadena ~. se envían señales a la célula para que detenga el reordenamiento 

de la cadena ~y se desarrolle como un linfocito T yo (Fig . 3) . El resultado más frecuente es 

que el gen de la cadena ~se reordene antes de que pueda formarse un receptor funcional 

yo y si este es exitoso. se forma un dímero pTa-TCRB (pre-TCR). el cual es necesario para lograr 

una transición eficiente hacia la siguiente etapa principal del desarrollo. cuando los 

timocitos expresan tanto CD4 como CD8 y adquieren el nombre de doble positivos (DP) 10
. El 

rearreglo del gen que codifica TCRa y yo, tiene lugar durante la etapa de doble positivo. 

Conforme los timocitos maduran hacia células T, la expresión de TCR aumenta y las células 

pierden la expresión tanto de CD4 como de CD8 para convertirse en timocitos simples 

positivos (SP; CD4• o CD8•). En esta etapa. los timocitos han adquirido el fenotipo de células 

T periféricas maduras y salen del timo (Figs. 3 y 4) 13·14• 

Es importante mencionar que dentro del timo. las células T maduras sufren enormes presiones 

de selección. con el propósito de permitir solo la supervivencia de aquellas células cuyos 

TCR estén restringidos por moléculas propias del complejo mayor de histocompatibilidad 

(CMH) y que no sean autorreactivas. En la segunda fase del desarrollo de la célula T y una 

vez que un timocito en desarrollo expresa el receptor a: ~ , CD4 y CD8 en su superficie, sufre 

dos tipos de selección: positiva, llevada a cabo por las células epiteliales en la corteza del 

timo, y negativa, por células dendríticas y macrófagos. Dicha selección consiste en 

conservar aquellos timocitos que funcionen con las moléculas del CMH propias del individuo 

y que sirven para el reconocimiento de péptidos derivados de agentes patológicos 6•10. 
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Alteraciones durante la diferenciación de las células T 

Figura 3. Reordenamlento de los 
receptores de células T. La 
diferenciación final en el linaje de 
células T a :~ o y:o es resultado del orden 
en que tengan lugar los 
reordenamientos génicos exitosos. Las 
células progenitoras de los linfocitos T, 
expresan CD44 y CD25 y después 
comienzan los reordenamientos de los 
loci de las cadenas ~ . y y o. Si se 
reordena primero el gen de la cadena 
~. ésta se expresa en combinación con 
el pTa poro formar el receptor de los 
células pre-T. Lo diferenciación en uno u 
otro linaje depende de que el receptor 
funcional de las células T que se 
produzco primero seo a :~ o y:o. Tomado 
y modificado de Porham .. et a l 2006. 

Cada célula T tumoral tiene un equivalente normal y conserva propiedades de la célula a 

partir de la cual se desarrolló. En general. las LAL derivan de una célula progenitora linfoide y 

una minoría de estas recuerda a los linfocitos T inmaduros o timocitos. y como se mencionó 

anteriormente, se denominan LAL-T. 

Durante el desarrollo de células T y como resultado de los reordenamientos de DNA que 

ocurren en este periodo, no es rara la aparición de tumores en estadios definidos del 

desarrollo, principalmente en etapas tempranas o tardías 10• Se ha observado también, que 

durante el desarrollo de timocitos, existen pasos cruciales que pueden estar regulados por 

una gran variedad de genes que actúan como efectores para vías de señalización 

involucradas en el desarrollo y regulación hematopoyéticos, proliferación y apoptosis, entre 

los que se encuentran: ABL 1, NOTCH 1, E2A, MYC; cualquiera de estos puntos críticos durante 

el desarrollo de células T, puede ser blanco de eventos oncogénicos (Fig . 4) 10• 
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Figura 4. Estadios de hematopoyesls y desarrollo de células T y oncogenes relaclonadaos a LAL-T. Los 
progenitores linfoides comunes (CLPs) . entran en el timo y son capaces de diferenciarse en células B. T. NK o 
dendríticas. El compromiso hacia linaje T. se caracteriza por una regulación secuencial desde el estadio Doble 
Negativo (DN; CD4·CDB·). pasando por rearreglos de genes que permiten la formación y expresión del pre-TCR, 
hasta el estadio doble dositivo (DP; CD4•Co8•) . en el cual las células están sujetas a presiones de selección 
negativa y positiva. Las células entonces. dejan el limo como simple positivas (SP; CD4• o coa•¡ . En la figura se 
observan algunos oncogenes cuya desregulación. se puede asociar con el desarrollo de LAL-T y que son 
requeridos por medula ósea y timo en los diferentes estadios de diferenciación. desde la forma de progenitor 
multipolencial (MPPs) hasta la célula T madura (SP) que abandona el limo. Tomado y Modificado de Aifantis .. el 
al2008. 

Esquemas de Clasificación de LAL-T 

La LAL-T es un grupo heterogéneo con respecto a inmunofenotipo, características clínicas y 

respuesta al tratamiento, así como en cuanto a perfiles citogenéticos y moleculares. 

Todos los esquemas de clasificación de LAL-T están basados en una comparación con el 

desarrollo normal de timocitos. En la práctica clínica, el sistema de clasificación del Grupo 

Europeo para la caracterización inmunológica de Leucemias (EGIL por sus siglas en inglés), 

es la más utilizada. 
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lnmunofenotipo: Clasificación EGI L 

De acuerdo o lo clasificación EGIL lo presencio de lo expresión citoplosmótico o en 

membrana de los marcado res CDI a. CD2, CD3, Cd4, CD5. Cdl y CD8 define lo LAL-T 6.13. Se 

han propues to cua tro subg rupos: 

(TI) El subgrupo inmaduro o pro-T-ALLes definido por lo expresión de CD7 

(TII) Pre-T-ALL. expreso CD2 y/o CD5 y/o CD8 

(TIII) T-A LL cortical. positivo para CD 1 a 

(T IV) T-ALL maduro. presencia de CD3 en superficie y CD 1 a negativa 

Dependiendo de lo expresión en membrana de los TCR ap o yfl. las cua les son mutuamente 

exc luyentes. se divide en subgrupos a y b. 

Existen c lasificaciones basados en los reorreglos encontrados en TCR, sin embargo, esta 

c lasificación no es utilizada en la práctica c línic a 6 Recientemente. se han propuesto otros 

esquemas de c lasificación. que reflejan mejor e l desarrollo normal de los linfoci tos T 

inmaduros. en los que se utiliza la expresión del gen del receptor alfa (a) de la célula pre-T 

(pTa). la cadena c iloplasmática TCRP y los rea rreglos de los loci TCR . Esto clasificación se 

denomina inmadura (IM) y tampoco es muy utilizado en la práctica clínico 13. 

Alteraciones genéticas en la patogénesis de LAL-T 

Existen anormalidades cromosómicas especificas asociados a diferentes tipos de leucemia, 

las cuales juegan un papel crucial en el desarrollo d e la enfermedad. Los alteraciones 

encontradas en LAL (tronslocaciones. deleciones e inversiones). son de primordial 

importancia en la aparición de la leucemia como resultado de dos mecanismos principales: 

Activación de un proto-oncogén producido p or lo yuxtaposición con un receptor de 

célu las T o un gen d e inmunoglobulino. lo que origina una desreguloción y expresión 

génica aberrante. 

Rompimien to intragénico seguido por una translocación. que forma genes fusionados 

que codifican poro una proteína quimérica con fun c iones diferentes 15• 
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Como resultado del aná lisis in vitro e in vivo de a lgunos genes desregulados y clonados a 

partir d e c osos de LAL-T, se confirmaron sus propiedad es oncogénicos y ayudaron a 

conocer mejor su contribución específica en el desarro llo de LA L-T. La combinación de 

datos g enéticos y func iona les. sugiere que se requ iere lo a lteración de a l menos cuatro vías 

an tes de que los timoc itos lleguen o ser totalmen te malignos. d ichos vías se p ueden asociar 

con cua tro diferentes c lases d e mutac iones : (1) muta c iones q ue a fectan e l c iclo celu lar; (11) 

mutaciones que a fec tan la diferenciación; (11 1) mutaciones que proveen alguna ventaja 

p roli ferativa y de supervivencia y (IV) mutaciones que dan capacidad de auto-renovación 

(Fig . 5) s. 

Ciclo celular 
Diferenc iac ión 

celular 
Proliferación y 
supervivencia 

1"'1 

Capacidad de 
auto-renovación 

Figura 5. Frecuencia de las mutaciones observadas en LAL-T. El análisis molecular de LAL-T. muestra cuatro 
principales clases de mutaciones involucradas en su patogénesis. Tomado y modificado de De Keersmaecker K, 
e t al .. 2005. 

Alterac iones cromosómicas 

Mediante análisis citogenético se ha observado que e l 50% de los cariotipos de casos con 

LA L-T presentan anormalidades cromosómicos l 

Las trans locaciones c romosómicas que ocurren frecuen temente en LA L-T, involucran la 

yuxtaposición con promotores fuertes y elemen tos potenciadores de los genes de 

receptores de célu las T (TCR) en e l cromosoma 7 (TCRB y TCRG) y en el c romosom a 14 (TCRA 

y TC RD ). con genes para fac tores de transcripc ión, como TAL/ (SC L) (Leucemia Linfob lás tica 

1 d e células T), LYL 1 (sec uenc io 1 derivada de leucemia linfoblás lica ). HOX 11 y HOX 11L2 

(ambos genes homeobox; también conocidos como TL X 1 y TLX3 ) (Tabla 1). Es tas 

translocaciones cromosómicos pueden ocurrir durante el desarro llo de timocitos. como 

resultado de recombinac ión ilegitima de TCR. lo que p roduciría uno expresión génica 

aberrante d ando lugar a células T con anormalidades en e l contro l del cic lo celular. 

proli feración y diferenciación. Aunque algunos d e estos genes se expresan de manero 
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normal en timocitos y son reguladores esencia les de la onto genia d e cé lulas T. en general. 

no se exp resan en el limo normal adulto pero si de forma ec tópic a en LAL-T 7• 

Se ha n observado trans locaciones que generan g enes d e fu sión y que codifican para 

nuevas pro teínas quiméricas con propiedades oncogé nic as. como lo son las parejas de 

g enes d e fusión: S/L( Iocus de interrupción de SC L)-TALI y MLL (leucemia de linaje 

mixto) (Tabla 1 )l . 

Tabla l. Alteraciones genéticas en LAL-T ( 

Alteraciones genéticas 

T~anslocociones con gehes·JCR en 
cromosomas 7q34 (TCRB v TCRG), 

4 1~ U CRA .y, TCRD)·y otros genes 

Genes fusionados 

Duplicaciones génicas 

Ai fontis l. el o l. . 2005. 

Frecuencia 

35% 

10% 

9-30% 

4-8% 

6% 

Roro 

>65% (9p 21} 

20-30% (6q) 

50-60% 

- 30% en lineas 
celulares de LA L-T 

Oncogenes involucrados 

HOX11 . HOX11 l2. TAL I_ TAl2. LYLI . 
BHLHB 1, LMO l . LM02, LCK, NOTCH 1, 

Ciclina 02 

Fusión SIL-TALI 

Fusiones MLL 

Fusiones ABL 1 

Fusiones NUP98 

p1 5, p 16 

Desconocido 

NOTCHI, FLT3, NRAS 

MYB 

Las deleciones c ríp ticas en 6q y 9p2 1 son frecuentes (Tabla 1 ). La deleción de la región 9p2l. 

p rovoca la pérdida de los genes CDKN2A y CDKN2B. siendo es ta última la alteración 

g enética más c omún en LAL-T. CDKN2A codifica para dos pro teínas inhibidoras d e c inasa 

dependientes de c iclina : p 16 y p 14. las cuales son importa ntes en la regulación d e l c iclo 

c elu la r. Las deleciones en 9p pueden variar en tamaño y en a lgunas ocasiones c ubren 

grandes regiones genómicas. Un al to porcentaje de pac ientes con LA L-T. pueden presentar 

además. d e lec iones de genes contiguos como CDKN2B. que codifica para la proteína p 15 

5.7 
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Investigaciones recientes han demostrado que más del 50% de los casos con LA L-T. 

presentan mutaciones en NOTCH1 (Tabla 1). que además de ser un regulador clave en e l 

destino hacia el linaje de células T. provee un mecanismo homeostático importante para la 

diferenc iación d e timocitos DN y para la diferenciación hacia TCR ap 7• 

Existen otros reguladores transcripcionales que partic ipan en p untos c lave del desarrollo d e 

timocitos. que a l es tar alterados pueden provocar e l desarrollo de LAL-T. Entre los 

regu ladores del desarro llo encontramos a las proteínas E: HEB y E2A . las cua les pertenecen a 

la familia de receptores Notch y Homeobox respectivamente. Las proteínas Homeobox son 

muy importantes en la ontogenia de las célu las T. así como en e l proceso leucémico de las 

LAL-T 6. 

Desregulación de genes Homeobox 

Los genes homeobox son reguladores clave en el desarro llo embrionario. que estón 

involuc rados en e l modelado axial. morfogenésis y diferenciación celular. También 

partic ipan en e l mantenimiento de la homeostasis tisular. in fluenciando la auto-renovación y 

diferenciac ión de las cé lulas troncales y sus progenitores 6. 

Todos los genes homeobox comparten un motivo de 61 aminoácidos: el homeodominio. un 

dominio de unión al DNA, que regula la transcripción de genes blanco 6 Varios estudios han 

demostrado que los factores de transcripción con homeodominio, regulan múltip les 

funciones ce lulares inc luyendo: crecimiento celular, proliferación. apoptosis. comunicación 

entre células. adhesión y migración celular 16• Por lo tanto. no es de sorprender, que la 

expresión aberrante de es tos genes sea capaz de in tervenir de manera direc ta en los 

programas d e desarrollo ce lular y contribuir así a la aparición de una neoplasia 6 

Existen d os clases de genes homeobox: 

Clase l. HOX A. B. C y D: Comprende 39 genes distribuidos en 4 c lusters HOX (A, B. C. D), 

loca lizados en 7p 15, 17q 21, 12q 13 y 2q31 respectivamen te . Durante e l desarrollo embrionario 

de mamíferos. la agrupación de estos clusters, muestra pat rones de expresión c aracterísticos 

dependiendo del estadio de desarrollo en que se encuentren. y determinan la forma y la 

identidad de los e lementos de las extremidades del esqueleto 17 Algunos genes HOX de los 

c lusters A. B y C participan en la hematopoyesis normal. dirigiendo la renovación de células 

troncales y en el compromiso del linaje 6. 
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o HOXA (A 7. A9. Al O, A ll)- Expresión en estadios tempranos del desarrollo de célu las T 

o HOXB3- Expresión en p rogenitores inmaduros y probable participación en la elección del 

linaje a~ vs yo en cé lulas pro-T 

o HOXC4- Expresión en todos los estadios del desarrollo de cé lulas T 

Clase 11. TLXI . TLX3: Se encuentran dispersos en todo el genoma y cod ifican cofactores para 

proteínas HOX. s.u patrón de expresión es más restrictivo y están implicados en 

organogénesis y en la diferenciación de tipos ce lulares específicos 6 

TLXI (HOX11) 

TLX1 no se expresa d e manera normal en tejidos adu ltos durante el desarro llo de cé lulas T. 

pero está involucrado en e l desarrollo del bazo y partic ipa en ciertas decisiones del destino 

ce lular neuronal 9 . Sin embargo. se ha observado que alrededor del 7% de las muestras de 

LAL-T infantil pueden mostrar expresión de TLX 1 en tirnocitos 1a. 

Alrededor del 30% de LAL-T en adultos y aproximadamente e l 8% de LA L-T infantil, se asocian 

con translocaciones cromosómicas que involucran a TLX 1 ( l Oq24) 4· 16 

Las translocaciones t ( l 0;14)(q24;qll) y t(7;10)(q34;q24) son las más frecuentes y resultan en 

la yuxtaposición del gen TLX 1 con los e lementos promotores de TCRA y B respec tivamente. lo 

que provoca que e l p roducto proteico se sobre-exprese. En algunas ocasiones. TLX 1 se 

puede encontrar activo en LAL-T. aún en ausencia de algún rearreglo genético; se han 

propuesto mecanismos alterna tivos de activación. como la desmelilación de su promotor o 

mecanismos de trans-ac tivación. que pueden ser responsables de la expresión aberrante de 

este gen 9. 

Mecanismo de acción de TLX 1 

Se sugiere que TLX 1 modula la red transcripcional de G l / S por su in teracción con las 

subunidades ca ta líticas de las proteínas fosfatasas serina/treonina PP2A (Fosfoproteína 

fosfatasa 2A) y PPl (Fosfoproteína fosfatasa 1) . las cuales son enzimas de amplia 

especific idad y participan en funciones ce lulares que incluyen la regulación de enzimas 

metabólicas y de p roteínas involucradas en la transducción de seña les 6· 19 . 
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Papel pronóstico de TLX 1 

Este tipo de leucemias muestra fenotipo cortic a l temprano y respuesta favorab le 

comparada con o tras c lases de LA L-T 6. Existen numerosos reportes donde se relac iona la 

sobre-expresión de TLX1 con buen pronóstico J8.20-24. Por ot ro lado, en un subgrupo 

heterogéneo de pac ientes con LA L-T se observó. que la baja expres ión de TLX 1 no tenia 

implicaciones en el pronóstico 2s 

La respuesta favorable que se asocia con la sobre-exp resión de TL X 1, puede ser explicada 

por algunas de las c arac terís tic as que presentan los linfoblastos con es ta alteración. que 

incluyen. la expresión de genes asoc iados con el inc remento de la ac tividad prolifera tiva y 

la fa lla de expresión d e BCL2 junto con o tros genes anti-apoptóticos asoc iados con el 

estadio de diferenciación cort ica l 6.9.20 

TLX3 (HOX11L2) 

Aproximada mente e l 20% de LAL-T infantil y 13% de adultos está carac terizado por la 

expresión ec tópic a d e TLX3 6·26. Así como TLX 1, TLX3 no se expresa durante el desarrollo 

norma l de cé lulas T. En la mayoría de los casos, la sobre-expresión de TLX3 es causada por la 

trans locación t( 5; 14)( q35;q 32) que posic iona al gen TL X3 con la región d ista l de BCL/18, un 

gen con alta expresión duran te la d iferenciación de cé lu las T. O tras a lteraciones 

c romosómicas que involuc ra n a TLX3 son: 

t(5; l 4)que invo luc ra a NKX2-5 (gen homeobox). en lugar de TL X3 

t(5;7)(q35;q2 l) involuc ra a TLX3 y CDK6 

t(5;14)(q35;q 11) yuxtaposición de TLX3 c on TCRA/D 8 

Mecanismo de acc ión d e TL X3 

TL X3 es un gen invo luc rado en desarrollo, funciona como regulador transcripcional. 

relacionado muy cercanamente a TLX 1, es muy importante p ara el desarro llo del cen tro 

respiratorio medular ve ntra l. y su deficiencia en ra tones 'knockou t' resulta en un sín drome 

que asemeja a la hipoventilación centra l congénita 27 
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Papel pronóstico de TLX3 

En algunos estudios se ha observado que lo sobre-expresión de TLX3 se re laciona con mol 

pronóstico, sin embargo, es to se ha visto asociado también a los diferentes protocolos de 

tratamiento utilizados y a la presencia de alteraciones genéticas adicionales, por lo que no 

se puede asegurar una relación directa 9·18.28 . Para determinar con exac titud el significado 

pronós tico de la sobre-expresión de TLX3 , solo o en combinación con otros marcadores 

genéticos, es necesario rea lizar es tudios con un seguimiento mas prolongado. 

Estudios de expresión de los genes TLXI y TLX3 en pacientes con LAL-T 

La reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR) es una metodología muy 

utilizada actualmente y se ha convertido en la e lección para la detección de cambios en 

los niveles de expresión de un gran número de genes. por lo cual constituye una herramienta 

molecular importante en el área de la salud 29.3o 

La qPCR es una combinación de tres pasos: (1) la transcripción reversa que convierte RNA a 

cONA. (11) la amplificación . utilizando PCR y (111) la detección y cuantificación simultánea de 

los productos amplificados en tiempo real. Esta metodología, parle de una PCR 

convencional en la que el equipo de amplificación (lermocic lador) lleva incorporado un 

sistema de detección de fluorescenc ia (fluorímelro) y basa su tecnología en la utilización de 

moléculas reporteras específicas denominadas fluoróforos y moléculas que inhiben la 

fluorescencia , conocidas como " quenchers" . Ambos reporteros. nos van a permitir 

monitorizar en tiempo rea l, lo que está ocurriendo dentro de cada tubo de reacción. 

durante cada cic lo de amplificación por lo que se sustituyen los pasos de amplificación , 

e lectro foresis y análisis de imagen d e una PCR tradiciona l. El ensayo por lo tan to. se basa en 

la medición del aumento de la señal fluorescente, que es proporcional a la ca ntidad de 

produc to producido durante cada ciclo de PCR 30. 

Exis ten numerosos estudios en los que mediante la tecnología de qPCR se han derivado 

resultados importantes de análisis de expresión de genes relevantes para cáncer: ejemplo 

de e llo, son los estudios rea lizados con los genes TLX 1 y TLX3 cuyos niveles de expresión se 

han vis to relacionados con la respuesta al tratamiento en pacientes diagnosticados con LA L

T (Tabla 2) 18.20-27.31 .32. 
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Tabla 2. Análi sis de expresión d iferencia l y cilog enético de los g e ne s TLXl y TLX3 en pacie nte s con l A l -T. 

Asocia ció n a 

Gen 
Población de Aná lisis de 

Análisis Cilogenético Supervivencia factores de Ref. 
estudio expresión riesgo 

convenc ionales 

4/8 cosos con TLX1: 

TL XI 
1 expresión t(10;14)(q24;q l 1.2) (2] Px favorable. SG o 5 Indefinido 20 59 niños y adultos (8/59) 1(7; 10)(q35;q24) [1 J años = 100% p=0.02 

jóvenes al Dx del(10)(q24q26) [1 ) 

1--
trotados de 

acuerdo o TN 
t expresión Px adverso. SG o 5 20 

TlX3 
(6/59) 

No evaluado 
años= 30% 

Indefinido 

15 niños y 8 
adultos trotados t expresión 

3/9 c osos con t TLX 1 con: 1 Sin implicación en 
Tl X3 con p ro tocolos (9 /15 niños y No 27 

terapéuticos 0/8 adultos) 
1(5; 14)(q35;q32) e l pronóstico 

EORTC 

TL XI 
1 expresión l /3 cosos con TLX1 c on: 

No evaluado No 26 

28 niños !ro lados 
(3!28) odd(22ql3) 

1--
con protocolo 3/6 cosos con 1 TLX3 con: 1 expresión 

TL X3 
FRALLE-93 

(6/28) 
t(5;14)(q35;q32) [2) 

Px adverso; SLE=O% No 26 
46.XX.odd (5q34)/del(9p21 

-22) [1 ) 

1 6/7 6 cosos con 1 TLX 1 

7 6 niños tro tados 1 expresió n con: pseudodiploidio [5 ] Px favorable; 

de a c uerdo o los 
37/76; 19.7% hiperdiploidio [5 ) Con CCG-190 1; SLE 

Tl XI protocolos CCG 
[15]olto hipodiploid io [ 1) o 7 años= lOO%. 

No 21 

1882, 1961, 1901, 
expresión 1 Oq24 alterado [2] p=O.O I 

1922. 1952. 1953 
28.9% [22] bajo alteraciones en TCR [4] SG p=0.03 

expresión 9p alterado [ 2] 
del(6p) [1] 

TL XI 
1 expresión Negativo en c osos con 1 Px favorable. SG-

No 
(9/127) TLX1 1 00%; SLE o 3 a ños = 18 

127 niños al Dx. 83.3% - trolodos de 
acuerdo al 21/34 cosos con TLX3 

p rotocolo EORTC 1 expresión con coriol ipo anormal: Sin implicación en 
No 18 

TLX3 (34/ 127) 16/34 cosos con 1 TLX3 el pronóslico 
presentaron 1(5; 14) 

52 adultos a l Dx. 1 expresión 2/ 1 6 cosos con 1 TLX 1 Px favorable; 
trotados con No 22 

TlX l 
pro tocolos ECOG (1 6/52) con: t [JO; I4)(q24;q ll ) SG o 4.7 años= 

y CA LGB 
88%; p=0.0 19 

1 expresión Sin imp licación en 
TL XI (10/40): 7.5% Ninguno presentó 1(7; 1 O) o No 25 

40 niños trotados 
alto expresión 1(10;1 4) 

el pronóstico 
;----- con protocolos 

BFM con 
1 expresión Px favorable; SLE o 

TL X3 modificaciones No evaluado No 25 
(7/40) 5 años= 100% p=0.04 



t expresión 
(6/72 en 

protocolo 
3/6 cosos con t TLX1 con: nx1 DCOG: no 1(10:1 4)(q24:q11)(2 1 Sin implicación en No 31 

evaluado en 
1(7; 1 O)(q35;q24) [1 ) 

el pronós tico 
72 niños tro tados protoco lo 
con p rotocolo COALL-97 ) 
DCOG ALL y 

r--- 53 con e l 
p ro tocolo COA LL- t expresión 

Px adverso solo en 

97 (17/72 
grupo COA LL-97; 

protocolo Negativo 
p=0.0/4; 

nxJ Y en cohortes No 31 
DCOG; 7/53 

combinados DCOG 
protocolo 

ALL- COALL 97: 
COA LL-97) 

p=O.OI 

t expresión 
31 /35 con expresión o lla 

171 adultos y 93 (92/264) : 
de TLX 1 p resentaron Px favorable poro el 
diversos alteraciones grupo de alto 

nx1 niños tro tados con 13.25% [35] 
cromosómicos y de ellos. expresión; SG o 3.5 No 23 

protocolo LALA-94 alto expresión 
11 tuvieron años =64%. SLE o 2 

y GRAA LL-2003 2 1.59% [57] 
1 Oq24 alterado oños=54% 

bajo expresión 

nx1 t expresión 
Negativo 

Px favorable; 
No 32 

(3/92) SG= 100% SLE= 100% 

r---
92 niños tro tados 

con protocolo 1 2/20 cosos con 1 TLX3 

FRALLE-93 )expresión 
con: 5q+. monosomio 5 Px adverso: 

nxJ y/o SG= 45±11 %o 7.9 No 32 - (20/92) 
del (5q) ( 4) años p=0.049 

Tronstococión en 5q35 [ 8) 

Pronóstico 
favorable; 

1 expresión 
SG o 2 años: 

(118/286): 21% 
expresión o lla = 

TL XI expresión olla 
76%; expresión bajo 

No 24 

20% expresión 
= 45%p=0.0 12 

286 adultos SLE o 2 años: 
trotados con 

boja 
No evaluado expresión alto = 

p ro tocolo GMALL 73%; expresión bajo 
= 41% p=0.0072 

-
Pronóstico adverso ; 

TLX3 
1 expresión SG o 2 años = 47% No 24 

(27/286) p =O.Ol; SLE o 2 
años = 23% p=0.028 

' Estudios realizados mediante lo metodologio de qPCR: 1 1 Número de pacientes con lo al teración: Dx. Diagnóstico: ! sobre-expresión: 
Px. Pronóstico: SG. Supervivencia Global; SLE. Supervivencia Libre de Evento: TN estudios de terapia total XI-XII del Hospital de 
Investigación paro niños Son Judas: EORTC. Organización Europea paro lo Investigación y el Tratamiento de Cóncer. CCLG. Grupa de 
Cóncer y Leucemia en niños: FRALLE-93. Grupo Francés de Estudio en Leucemia Linfoblástico Agudo : ECOG. Grupo Cooperativo 
Oriental de Oncologio: CALGB. Grupo B de Cóncer y Leucemia; BFM. Protocolo Berfin-Fronkfurt-Münster: DCOG. Grupo Oncológico de 
Niños Alemanes; COALL-97. Grupo de Estudio Cooperativo Alemán para Leucemia Linfoblástica Aguda lnfantil-97: LALA-94. Grupo 
Francés-Belga paro lo Leucemia Linfobláslico Agudo en Adullos-94; GRAALL-2003. Grupo poro la Investigación en Leucemia 
Linfoblástico Agudo en Adultas: GMALL. Mullicentro Alemán de Leucemia Aguda Linfablástico. 
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Diversos grupos han utilizado la metodología de microarreglos de DNA para determinar el perfil de 

expresión de LAL-T 14· 15• Se han introducido diversas marcas moleculares indicativas de arresto 

leucémico en estadios específicos del desarrollo normal de timocitos: L YL 1 + es indicativo de 

estadios más inmaduros (DN) ; TLXI (HOXII)+ y TAL/+, indicativo de CD3- y CD3+ respectivamente; 

TLX3+(HOX11L2+) y MLL+, el cual ha sido asociado con LAL-T o J5. l6. En otro estudio rea lizado por 

Soulier y colaboradores, se muestra que el grupo completo de genes HOXA se enc uentra 

desregulado en LAL-T. junto con rearreglos en MLL y fusión de transcritos CALM-AF/014 • Es evidente 

que la expresión anormal de genes reguladores de desarrollo, sobre todo factores de 

transcripción, es muy importante en la oncogénesis de la mayoría de las LAL-T. 
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JUSTIFICACIÓN 

La LAL-T se considera una leucemia de alto riesgo y con mal p ronóstico, por lo q ue resulta 

indispensable diseñar una estra tegia que permi ta identific ar fac tores relacionad os con reca ída. 

Hasta e l momento no existe en nuestra p obla c ión un estudio molecular a pa rt ir d el cua l se haya n 

obtenido marcadores con valor predic tivo d e riesgo, que se relacionen con el c urso de la 

enfermedad. 

Tomando en cuenta es tudios previos d e análisis de expres ión de los genes TL X 1 y TLX3, en dond e se 

observa re lación con e l pronós tico d e la enfermedad J8.20-27-31.32, se decidió es tudiar en un grupo de 

pac ientes, estos mismos genes como marc ado res de riesgo y re lac ionarlos con la respuesta al 

tratamiento y recaída . 

Los ha llazgos moleculares obtenidos a partir de este es tudio, permitirá n hacer una asociación 

entre e l perfil de expresión génica y su va lor pred ict ivo de recaída, que puede ser independien te o 

re la c ionada a los pa rá metros convenc ionales de evaluación de riesgo en pacientes pediá tricos 

con LAL-T. Además, contribuirá a l esta b lec imiento d e una metodología para va lorar el p ronós tic o 

d e l paciente al momento del d iagnóstico d e la enfermedad. 

A futu ro, este estudio p odría utilizarse para rea lizar una clasificación de los pacientes en d iferentes 

g rup os de riesgo. Esto p ermitirá ofrecer un tratamien to racionalizado, mejorará las tasas de 

supervivencia g lobal, y a su vez, d isminuirá los e fec tos adversos. 

HIPÓTESIS 

La sobre-expresión de los genes TLX 1 y TLX3 se rela c iona con la resp uesta a l tra tamiento de los 

pac ientes con LAL-T. 

OBJETIVOS 

Objetivo General 

~ Determinar mediante PCR en liempo rea l, e l perfil de expresión de los genes TLX J y TLX3 y 

estimar su valor c omo marcador pronós tic o de recaída en pacientes con LAL-T. 

26 



Objetivos particulares 

~ Relacionar la expresión diferencial de los genes TLXI y TLX3 con e l valor pronóstico de 

recaída. 

~ Establecer si existe asociación entre la expresión diferencial de TLX 1 y TLX3 y los parámetros 

convenciona les de riesgo . 

~ Plantear una estrategia de eva luación en pacien tes diagnosficad9s con LAL-T, basada en 

los resultados de expresión obtenidos en es te es tudio . 

METODOLOGÍA 

Población de estudio 

• Población objetivo: Pacientes pediátricos con diagnóstico d e LA L-T que acudieron a los servicios 

de hematología/oncología d el Instituto Nacional de Pediatría y del Hosp ital del niño Poblano . 

• Población control: 

a) Pacientes pediátricos con diagnóstico de LAL-B que acudieron al servicio de 

hematología/ oncología d e l Instituto Nacional de Pediatría. 

b) Individuos sanos 

Criterios de inclusión: 

Pacientes con d iagnóstico de LAL-T o LAL-B, basado en criterios clínicos, citomorfológ icos e 

inmunológicos 

Sin tratamiento previo 

Que acepten participar en el es tudio 

Criterios de exclusión: 

Pacientes que no cuenten con el material suficien te (RNA) para llevar a cabo el estudio. 

Pacientes que posteriormente se d iagnostiquen con una enfermedad distinta a LAL-T o LAL

B, según sea el caso. 
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Diseño Experimental 

De cada uno de los pacientes e individuos sanos. se obtuvieron de 3-5 mi de medula ósea o 

sangre periférica con anticoagulante; las muestras se separaron y se obtuvo el paquete de células 

blancas por un gradiente de densidad Ficoii-Hypaque. 

Se realizó conteo celular mediante cámara de Neubauer y las células se congelaron a -80°C en 

1 mi de buffer de lisis por cada 5-1 O x 106 células, para la posterior extracción de RNA. 

Extracción de RNA: Se descongelaron las muestras. se agregaron 200~1 de cloroformo y se agitaron 

en vortex durante 15seg. la muestra se incubó a temperatura ambiente durante 2-3 min . 

Posteriormente, la muestra se centrifugó a 11000 rpm/ 15 m in a 4°C, se retiró la fase acuosa y se 

agregaron 500~1 de isopropanol frío. se mezcló por inversión y se incubó a -80°C/1 hr o 4°C/24hrs. 

Se centrifugó a 11000 rpm/30 min y se quitó sobrenadante; se agregó 1 mi de etanol frio al 75% y se 

resuspendió por inversión. Se centrifugó a 1 0000 rpm/1 O m in a 4°C, se retiró sobrenadante y se dejó 

secar a temperatura ambiente 5-10 min; el botón de RNA. se d isolvió en 50 !J.I de agua libre de 

RNAsas. 

Cuantificación e Integridad: El RNA se cuantificó (ng/].JI) en un espectrofotómetro (BioPhotometer. 

Eppendorf) y la pureza fue evaluada mediante la relación 260nm/280nm: se utilizaron las muestras 

con una pureza ;:: 1.8. 

La integridad del RNA fue analizada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TBE 

1x, teñido con bromuro de etidio (Fig . 6) . 

28S 

lBS 

Figura 6. Gel de agarosa a l 1% para integridad de RNA. 
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Síntesis de cONA: La síntesis de cDNA se realizó a partir de l1Jg de RNA y se utilizó el kit "Transcriptor 

First Strand cDNA Synthesis" de Roche . 

PCR GAPDH: Para conocer la calidad de cDNA y llevar a cabo posteriormente la reacción de 

qPCR, se realizó una reacción de PCR para GAPDH (Figura 7, banda de 320pb) a partir de 21JI de 

cDNA. Para cada reacción de 251JI. se utilizaron: 2.51JI de Buffer lOx, l.51JI de MgCI2 (SOmM), 0.51JI de 

primers (lOmM), 0.51JI de dNTPs (lOmM) y 0.21JI de Taq DNA poi 1 (10u/1JI) . La reacción se llevó a 

cabo en un termociclador (Mastercycler gradient, Eppendorf) con las siguientes condiciones: 

Desnatura ll :zaclon Alineamiento Ext enslon 

94°C 94•c 

2mln 30seg n·c n·c 
62•c 

/ 30seg 5min 

' 30seg 
1 CIClO 

1 ciclo 
28 

ciclos 

Se realizó electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer TBE 1 x, teñido con Bromuro de etidio 

(Fig. 7) . 

Control 

320pb 

Figura 7. Gel de ogoroso ol2% poro GAPDH (320pb) . 

PCR en tiempo real 

La detección de la expresión de los genes TLXI y TLX3 se llevó a cabo por la metodología de PCR 

en tiempo real (qPCR). utilizando el kit "LightCycler TaqMan Master" (Roche) con el equipo 

LightCycler 2.0 (Roche) . 
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Los oligonucléotidos y sondas, se obtuvieron a partir del programa "ProbeFinder" versión 2.44 de 

Roche (Fig. 8): 

TLXl F: 5'- AGAACCGGCGGACAAAGT-3' 
R: 5'- GCAACTGCAGGAGGATGC-3' 
Sonda 134 

ccttggcggtctcaatttc ¡¡;¡ ~J¡¡.; cgaagcaetttctggcgaa 
cggtctccagccttggcggtctcaatttcccctggatggagagcagccgccgcttcgtgaaagaccgctt~cacagcggcg 

429 508 

TLX3 F: 5'- CCTIGGCGGTCTCAAIDC-3' 
R: 5'- AAGCGGTCIDCACGAAGC -3' 
Sonda 158 

360 

agaaccggcggacaaagt ~~ •-~ cgtaggaggacgtcaacg acctggttccagaaccggcggacaaag~g acggcagactgcggaggaacgggaggccg l¡jgc;; cgaaccgcatcctcctgcagttgcagcaggaggc 
1757 1863 

ABL 

2312 

F: 5'- CAGAGAAGGTCTATGAACTCATGC-3' 
R: 5'- GGTGGAIDCAGCAAAGGAG- 3' 
Sonda 186 

cagagaaggtctatgaactcatgc ,. t 3 gaggaaacgactttaggtgg 
gaaggctgcccagagaaggtctatgaactcatgcgagca ttggcag ggaatccctctgaccggccctcctttgctgaaatccaccaagcctttga 

1880 1977 
1498 

Figura 8. En el esquema se muestran los oligonúcleotidos y sondas utilizadas para cada uno de los genes 
evaluados por qPCR. En los círculos en color. se muestra la posición de la sonda dentro de la región de 
amplificación empleada en cada gen. 

Las reacciones fueron realizadas en capilares independientes y por duplicado. Para un volumen 

final de reacción de lO!JL se utilizaron: 21-11 de Master Mix, 0.21JI de primers (lOmM) , O.l!JI de sonda 

( 1 OmM) y 21-11 de cDNA de cada una de las muestras. 

Para realizar los ensayos de cuantificación se utilizaron controles positivos de expresión para cada 

uno de los genes que se analizaron, en el caso de TLXI se utilizó la línea celular SIL 33 y para TLX3, la 

línea celular HPB 3-4, así mismo, cada experimento incluyó controles negativos. 
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Las condiciones de reacc ión fueron las siguien tes: 

Análisis Ciclos Temperatura Tiempo 
Preinc ubación 

Ninguno 95°C lOmin 
Amplificación 

Desnaturalización 95°C lOs 
Cuantificación 45 Alineamiento 55°C 30s 

Extensión 72°C l S 

Enfriamiento 
Ninguno 4°C 30s 

Análisis de resultados 

La qPCR se basa en la medición del aumento de señal fluorescente, la cual es proporcional a la 

cantidad de producto obtenido durante cada ciclo de PCR. Se utilizan sondas tipo TaqMan, que 

se caracterizan por tener secuencias específicas de oligonucleótidos (sonda) , a los cuales se une 

un fluoróforo al extremo 5' (tradicionalmente FAM) y un "quencher" al extremo 3' 

(tradicionalmente TAMRA) . Cuando la Taq polimerasa empieza a amplificar a partir de uno de los 

primers específicos unido al DNA blanco, desplaza el extremo 5' de la sonda que es degradado 

por la actividad exonucleasa 5'73 ' de la Taq polimerasa . Este proceso libera al fluoróforo y lo 

separa del "quencher", lo que ocasiona un aumento irreversible de la fluorescencia detectada 

(Fig. 9) 35• 

A 

re porteJo ... 
5 

8 
3 

Quencher 

. . 
Figura 9. Mecanismo de acción de las Sondas de detección 
TaqMan. A) El primer y lo sondo ToqMon se alinean o lo hebra de 
DNA complementario Iros lo desnaturalización. Bl Durante lo 
fose de extensión, lo actividad exonucleoso 5' de lo Toq 
polimeroso, degrado lo sondo. lo cual provoco lo separación 
del reportero y el quencher dando lugar o lo delecc ión de 
fluorescencia . Tomado y modificado de Aryo el al .. 2005. 
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Para analizar los resultados obtenidos por qPCR se emp leó e l método de cuanti ficación relativa, 

en el c ual se utilizan fórmulas aritméticas para calcular los niveles de expresión de un gen blanco 

con respec to a un gen de re ferencia de expresión cons titutiva, que en nuestro caso fue el gen 

ABL: es te gen se eligió porque se ha demostrado que sus niveles de expresión no difieren entre 

tejidos y tipos de leucemia. por lo cual se ha empleado en un gran número de estudios de 

expresión en LAL-T 23.24.32.36.37 . 

Los nive les de expresión de ABL fu eron utilizados como control endógeno de reacción y para 

normalizar la expresión del gen blanco. En la normalización. la cantidad del gen blanco 

(TLX 1 /TLX3) en cada muestra. es dividida ent re la cantidad del gen de re ferenc ia (ABL) , 

corrig iendo así las diferencias c ualita tivas y cuantitativas causadas por: 

Las variaciones en la cantidad de muestra inicial 

Pos ible degradación del RNA 

Las variaciones en la c arga de muestra o errores de pipeteo 

Las variaciones en la eficiencia de la síntesis de cONA 

Por lo tanto, la amplificación de secuencias de genes de mantenimiento tiene dos obje tivos 

principales: d e terminar la disponibilidad del RNA re lativamente intacto (cONA) en la muestra y 

normalizar la cuantificación del transcrito blanco 37 . 

Durante el c urso de la reacción, los niveles de expresión de los genes blanco y de referencia son 

detectados por un programa de computadora que ca lcu la la degradación de la fluorescencia, y 

construye una gráfica de amplificación que contiene la información necesaria para la 

c uantificac ión del producto (Fig. 1 O); las reacciones individuales se caracterizan por e l ciclo de 

amplificación en el que la flu orescencia se e leva por encima de un umbral de finido o 

fluorescencia de fondo, parámetro conocido como ciclo umbral (Ct) o punto de cruce (Cp) así. 

entre mayor sea la cantidad de moléculas blanco en la muestra. menor será e l C t 30,38 . 
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Figura 10. Gráfica de amplificación de PCR en Hempo real. En el eje vertical se representa la cantidad de fluorescencia y 
en el eje horizontal el número de ciclos. La línea basal, se refiere a los ciclos iniciales en los que no hay cambios 
detectables en la cantidad de fluorescencia . El cic lo umbral o Ct. es el ciclo en el que se produce un cambio 
significativo en la fluorescencia y se utiliza durante la fase exponencial de la curva para la cuantificación. Tomada y 
modificada de Arya el a l. 2005. 

El método comparativo Ct. fue aplicado para determinar los niveles de expresión relativa de los 

genes de interés: 1) Se calculó la diferencia en Ct (t.Ct) . entre el gen blanco y el gen de 

referencia, tanto para el paciente como para el calibrador (línea celular positiva). 2) Se calculó la 

diferencia de t.Ct entre el paciente y el calibrador (MCt=t.Ctmuestra - t.Ctcalibrador). 3) Mediante la 

fórmula 2 ....Mct, se calculó la cantidad normalizada de gen blanco relativo al calibrador 39 • 

Para determinar la sensibilidad y eficiencia de la reacción. se hicieron diluciones seriadas (10·1- 10· 

4 )del calibrador. tanto para cada uno de los genes problema como para el gen constitutivo, y se 

construyó una curva estándar. Para lo anterior, se graficó el valor logarítmico de la concentración 

contra el valor Ct 40, lo que nos permitió obtener el error y eficiencia de amplificación relacionado 

a cada uno de los genes estudiados en este trabajo38. Tomando en cuenta los resultados 

obtenidos de nuestra curva estándar, se trabajó con una dilución de 1 :50 para todas las muestras. 

Los resultados cuantitativos fueron expresados como 1 00 veces el número de copias normalizadas 

del gen blanco, contra el número de copias del gen de mantenimiento (ABL) . 
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Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó con el software SPSS 16.0 (Chicago, IL USA). Con la finalidad de 

ob tener parámetros que nos permitieron realizar comparaciones tomando en c uenta los niveles 

de expresión , los va lores ya normalizados de c oda uno d e los g enes (TLX 1 y TLX3) , se agruparon 

según los va lores medios de expresión en: expresión alto y expresión boja. Para conocer las 

diferencias entre subgrupos de expresión p aro c odo gen y la clasif icac ión en grupos d ep endiendo 

de característicos clínicas, re rea lizó lo pruebo de x2. El ána lisis paro lo supervivencia libre de 

evento (SLE) tomó en cuen to e l tiempo tra nscurrido entre e l diagnóstic o y la primera rec aída . Para 

lo superviencio global (SG), se c onsideró el tiempo transcurrido desde el diagnóstico hasta la 

muerte. Los curvos de supervivencia fueron c alcu lados mediante e l método de Kaplon-Meier y 

comparados con lo prueba de " log-ronk " . Se rea lizó análisis multivariado paro determinar la 

influencio de los fac tores convenc ionales de riesgo, en c ombinación con la sobre-expresión d e 

TLX 1 y TLX3 . 

Resultados 

Población de estudio 

Se estud iaron 12 pacientes diagnostic ados con LAL-T con un rango de edad de 2 a 14 años. El 

grupo cont ro l consistió de muestras d e M O de 5 pacientes d iagnostic ados con LAL-B con un rango 

de edad de 2 a 15 años y de 5 muestras d e sangre periférico (SP ) de individuos sanos con un rango 

de edad de 18 a 21 años. Se analizaron los parámetros convenc ionales d e riesgo de recaída 

como son lo edad (<l año o > l O años), cuenta de leucocitos (>50x l09/L) y lo presenc io de 

a lteraciones citogené ticas y /o molec ulares (como lo fusión SIL/TAL 1 lo cual ha sido asociado a uno 

mejor SG y SLE en pac ientes pediatricos con LAL-T) 18·41-42 Los c arac terísticos clínicos de lo 

población de estudio se presentan en lo tabla 3. 
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Tabla 3 Carac terís ticas clínicas y citogenéticas de pacientes con LAL-T y LA L-B 

Blostos Cuento de Alteraciones 

Clave Edad Sexo enMO leuc ocitos 
lnmunofenotipo c itogenéticas Riesgo Alto 

(%) (n x1 O' / L) 
y / o (RA) 

moleculares 
CD2. CD3. C 0 3c. 

NCT5 5 F 100 870 C05.C07 y C 0 45 RA 
positivos 

C03 +/-, C03c +/-. 
NCT6 2 M NO 14.1 C0 45 +/-. C 0 5 +/-. RA 

C0 7 + y C 0 2-
C02. C 0 3c y C034 
posi tivos. C 0 3 +/ -. RA por 

NCT7 9 M 100 144 C0 7 +/-. C O 13 +/-. cuen to alto 
C033 +/ -. C045 +7- y de leucocitos 

C0 15yC011 7 y MM 
nega tivos 

TC02. C05. 
NCT8 8 M 97 200 C0 7.COIO positivos y RA 

C03 +/ - y C 0 34 +/-
C05+. C0 7+. C 0 3 +/ -. 

NCT9 9 M 100 11 5 C03c +/-. C045 +/- y RA 
C0 34-

C02+. C07+. C 0 3-. 
NCT 10 13 M 96 3.9 C03c +/-. C05-. RA por ed ad 

lAl-T 
C 034 +/-. C 045+/-

RA por 

NCT14 6 F 100 616 
NO cuento alto 

- d e leucocitos 
y MM 

C02-58%. C05-96%. dell (p34) 
NCT 11 3 M 95 199.8 C0 7-87%. C 0 34- 17%. SIL/TAL RA 

C03-89%. C 0 79-9% Hipodip1oidio 
C03-69%. C07-98%. 

NCT1 2 14 M 97 30.8 C02-66%. C05-41 %. RA por edad 
C 0 10- 18%. C021-14% 

RA 
NCT15 6 M 47 3.1 NO Infi lt ración a 

piel 
C0 2-1 %. C03-90%. 

NCT1 7 6 F 100 0.5 
C05= 1%. C07-84%. 

RA 
C013- 0%. C034-0%. 

C010- 16% 
C02-96%.C 0 3-58%. 

NCT 18 4 M 48 5 
C 05=89%. C 0 7-96%. RA por MM 
C013- 11%. C 0 34- 1%. 

C01 0-6%. 
Los valores resaltados con negntas. muestran los pac1entes que presentan a lguno de los factores convenCionales de nesgo en 

leucemia. M Masculino: F Femenina: RA Riesgo olla: ND Na disponible: MM Maso Medios final. 
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Análisis de expresión del gen TLX 1 

El anólisis de expresión se realizó en los pacientes diagnosticados con LAL-T, en los pacientes con 

LAL-B e individuos sanos. Los resultados se expresaron como la proporción TLXIIABL y fueron 

graficados en escala logarítmica. Los niveles de expresión (E) se determinaron a partir de la media 

de los valores normalizados y fueron clasificados en grupos: para TLX 1, el nivel de corte se fijó en 

E> 14,414 para expresión alta y E< 14,414 para expresión baja . El valor de corte para expresión 

negativa se determinó en E<J23 (Fig. 11) . 
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Figura 11 . Niveles de expresión de 
TLXI/A8l: 12 pacientes pediótricos 
diagnosticados con LAL-T. 5 con 
LAL-B y 5 individuos sanos . En la 
gráfica se muestra el valor de 
corte para expresión negativa 
(E< 1) y poro expresión alta 
(E>l4,414) . 

De acuerdo a esta clasificación, se tuvieron 2 pacientes LAL-T con expresión alta de TLX 1 (rango 

19,800- 271.000) y 10 pacientes con expresión baja (rango 21-2,840) ; en cuanto a los pacientes con 

LAL-B, 5 tuvieron expresión baja (rango 307-8,580) y de las 5 muestras de individuos sanos, 2 fueron 

clasificados con expresión baja (rango 8-17) y 3 negativas (Fig .11 y Tabla 4) . 
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Tabla 4. Niveles de expresión de los genes Tl.XI y TLX3 en pocienles con LAL-T. LA L-B e 
individuos sanos. 

Expresión de TLXI Expresión de TLX3 

ClAVE 
Va lor Nivel Valor Nivel 

de expresión de expresión de expresión de expresión 

NCT5 959 Bajo 939 A~o 

NCT6 720 Bajo 5 Bajo 

NCT7 345 Bajo 5 Bajo 

NCT8 1965 Bajo 148 A~o 

NCT9 510 Bajo 1 Bajo 

NCTIO 1695 Bajo 6 Bajo 
lAl-T 

NCTI4 385 Bajo 1 Bajo 

NCTII 271000 A~o 141 Alto 

NCTI2 21 Bajo 0.0355 Negalivo 

NCTI5 29 Baja 0.06460 Negalivo 

NCTI7 2840 Bajo 48 Bajo 

NCTI8 19800 A~o 10 Bajo 

L9 8580 Bajo 450 A~o 

l42 2576 Bajo 41 Bajo 

lAl-8 
L79 3216 Bajo 87 Bajo 

L98 307 Baja 21 Bajo 

LIO I 2 143 Bajo 18 Bajo 

NL8 o Negalivo 9 Bajo 

Individuos NL11 8 Bajo 2 Bajo 

NL30 o Negativo 2 Boj o 
sanos 

NL32 o Negativo 0.369 Negativo 

NL34 17 Bajo 0.0238 Negativo 
.. 

los numeras resaltados con negn los. 1nd1con los poc1entes con n1vetes altos de expreSion poro TLX 1 y TLX3 

Análisis de expresión del gen TLX3 

El análisis de expresión de TLX3 se realizó mediante qPCR en e l mismo grupo de pacien tes e 

individuos sanos que para e l gen TLX 1. Los resul tados obtenidos de la proporción TLX3! ABL se 

dividieron en 3 grupos, l omando en cuenta la media de los valores de expresión: E>95 fueron 

considerados como expresión olla , E< 95, expresión baja y E< l. expresión negaliva23 (Fig. 12). 
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Figura 12. Niveles de expresión de TLX3/ ABL: 12 
pacientes pediólricos diagnosticados con LAL-T. 5 con 
LAL-B y 5 individuos sanos. En la grófica se muestra el 
valor de corte para expresión negativa (E<l) y para 
expresión alfa (E>95) . 

Tomando en cuenta esta clasificación, 3 pacientes con LAL-T, presentaron expresión alta (rango 

141-939). 7 tuvieron expresión baja (rango 1-148) y 2 pacientes fueron clasificados como negativos 

(0.035-0.064); en el grupo de pacientes diagnosticados con LAL-B, un paciente tuvo expresión alta 

(450) y 4 con expresión baja (rango 18-87) . De las 5 muestras de individuos sanos, 3 tuvieron 

expresión baja (rango 2-9) y 2 fueron negativas (rango 0.023-0.36) (Fig .11 y Tabla 4) . 

Pronóstico asociado a la expresión diferencial de TLXJ y TLX3 en pacientes con LAL-T 

Aunque la muestra estudiada es pequeña, se buscó conocer el significado pronóstico de los 

resultados de expresión en TLX 1 y TLX3 a partir del análisis de supervivencia libre de evento (SLE) y 

la supervivencia global (SG) . Se estudiaron 11 de los 12 pacientes debido a que uno de ellos fue 

excluido dada la inaccesibilidad de los datos de seguimiento necesarios para el presente estudio. 

Los pacientes se dividieron en dos grupos, de acuerdo a los niveles de expresión de cada uno de 

los genes: a) pacientes con expresión negativa y baja, y b) pacientes con expresión alta . Dicha 

expresión fue correlacionada con la condición del paciente, es decir, si presentó recaída y/o 

muerte durante el seguimiento (Tabla 5) . 
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Tabla 5. Niveles de expresión de los genes TLX I y TLX3 y condición actua l 
de los pacientes d ia gnosticados con LA L-T. 

Paciente Expresión de TlX 1 Expresión de TLX3 Condic ión actual 

NCT5 Bajo /Negativo Alto Vivo 

NCT6 Boja/Negativo Boja/Negativo Reca íd o/Vivo 

NCT7 Boja /Negativo Boja/Negativo Recoido/Defunción 

NCT8 Boja /Negativo Alto Defunción 

NCT9 Bajo /Negat ivo Bajo/Negativo Recoido/Vivo 

NCTl O Bajo /Negativo Bajo/Nega tivo Vivo 

NCT14 Bajo / Negativo Bajo/Negativo Recoido /Defunción 

NCTl l Alto Alto Vivo 

NCT1 2 Bajo / Negativo Bajo/Negativo Vivo 

NCT1 5 Bajo /Negativo Boja /Negativo Reco ido/Vivo 

NCT1 8 Alto Boja/Negativo Vivo 
.. 

Los numeres resaltados con negntas. 1nd1can los paCientes con n1veles altos de expres1on 
poro TLX 1 y TLX3 

Para e l gen TLX I . se observó que a l tiempo d e seg uimiento (31 meses) . ninguno de los dos 

pac ientes con expres ión alta (> 14400) presentó rec aída. De los 9 pacient es con expresión baja o 

negativa de TLX l . 3 c a sos p ermanecían vivos sin haber p resentado reca ída. uno fa llec ió sin previa 

recaída y 5 presentaron recaíd o . de los cua les d os fa llec ieron. La SLE a 15 meses de este grupo de 

pac ientes fu e de 38 .1 %±1 7.2% (p =O. I88)(Fig. 13A). 

Para e l anális is de SG. se observó que 3 d e los c asos c on expresión baja o nega tivo de TLX 1 

fa llecieron durante el seguimiento y tuvieron uno SG a 21 meses de 44.4%±22.2% (p =0.302); en 

ning ún caso hubo diferenc ia es tadística signific a tivo entre grupos de expresión (Fig . 13B). 
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Figura 13. Curvas de Supervivencia en pacientes con LAL-T comparando expresión alta de TLXI vs expresión 
baja o negativa de TLX 1. A. Supervivencia Libre de Evento (SLE) y B. Supervivencia Global. 

Con respecto a la expresión de TLX3 . se encontró que de los tres pacientes que presentaron 

expresión alta. dos permanecían vivos al momento del estudio y uno falleció sin haber presentado 

recaída. En este grupo. ninguno de los pacientes tuvo recaída. De los 8 pacientes con expresión 

baja/negativa. 5 recayeron. de los cuales 2 fallecieron . En estos 8 pacientes. la SLE a 15 meses fue 

de 37.5%± 17.1 %. sin diferencia estadística significativa entre grupos (p=O. 169)(Fig.14A) . 

Para el análisis de supervivencia global, 3/11 pacientes fallecieron : uno del grupo con expresión 

alta de TLX3 y dos del grupo de expresión baja/negativa. La SG a 21 meses fue de 50%±35.4%. en 

comparación con el grupo de expresión baja/negativa que a 12 meses tuvo una SG de 

66.7%±19.2%. sin diferencia estadística significativa (p=0.964)(Fig . 14B) . 

Cabe resaltar que la mayoría de los pacientes con expresión baja o negativa de los genes TLX 1 y 

TLX3. tuvieron recaída o muerte secundaria a recaída (6 y 5 pacientes respectivamente) . 
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Figura 14. Curvas de Supervivencia en pacientes con LAL-T comparando expresión alta de TLX3 vs expresión 
baja o negativa de TLX3 . A. Supervivencia Libre de Evento (SLE) y B. Supervivencia Global (SG). 

En la tabla 6, se muestra la clasificación de cada uno de los pacientes de acuerdo a los niveles de 

expresión de los genes TLXI y TLX3, en asociación con los factores convencionales de riesgo para 

leucemia. Los factores de riesgo para LAL-T que se lomaron en cuenta para el análisis mullivariado 

fueron edad y cuenta de leucocitos. de los cuales para ninguno se encontró asociación 

significativa con la expresión diferencial de alguno de los genes (p=0. /03 para TLXI y p=0.302 para 

TLX3). 

T bl a a 6. e t .. 'ó arac enst1cas e 1mcas. n1ve es de expres1 1' . 3 n de TLXI y TLX: y superv1venc1a de pac1en es con LAL-

CaracterísHcas clínicas Total Expresión TLX 1 Expresión TLX3 
Pacientes EB o EN EA EB o EN EA 

n=9 n=2 n=8 n=3 

Género 
Masculino 9 7 2 7 2 
Femenino 2 2 o 1 1 

<1 año o o o o o 
Edad 1-10 años 9 9 2 6 3 

>10 años 2 o o 2 o 
Cuenta de >50 x109/L 6 5 1 3 3 
leucocitos <50 x10'/L 5 4 1 5 o 

Evento 
VIvos 5 3 2 3 2 

Muerte o Recaída 6 6 o 5 1 
" EN Expres1ón negat1va; EB Expres1on ba¡a; EA Expres1ón alta 
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Discusión 

Los estudios moleculares en pacientes con LAL-T. han revelado lo presencio de diversos 

alteraciones en genes relacionados con la potogénesis de este tipo de leucemia y han permitido 

la clasificación de los pacientes en subgrupos de acuerdo o diferencias en su expres ión 5·20 . Varios 

de estos genes son fac tores de transcripción que incluyen o TALI (SCL) , LYLI , TLX 1 (HOX 11) y TLX3 

(HOX 11 L2 ) de los cuales, princ ipalmente los dos últimos han sido asociados con el pronóstico de lo 

enfermedad en estos pocientes18.20-2l.3l .32 Existe controversia en cuanto o Jo expresión de TLX l y 

TLX3 y su re lación con pronóstico favorable o desfavorable. A excepción de un estudio realizado 

por Goliardo, e t al., en e l 2005. en donde no se encontraron implicaciones pronósticos 

re lac ionados o la sobre-expresión de TLX/ 25 , en lo mayoría de los reportes se observo asociación 

con un pronóstico favoroble 18.2o-2•.32. Por otro lado, la expresión ec tópica de TLX3 ha sido asociado 

con un pronóstico desfavorable en pacientes con LAL-T 20·24·26·31 ·32, resu ltado que no ha sido 

corroborado por otros es tudios, en donde incluso se ha asociado con buen pronós tico25 o no se ha 

encontrado ninguna reloción 18. Considerand o lo importancia que parecen tener estos 

marcadores en la evolución de la enfermedad. se buscó determinar e l valor pronóstico de la 

sobre-expresión de los genes TLX 1 y TLX3 en pacien tes pediótricos con LA L-T atendidos en 

Instituciones de nuestro país. 

Con Jos resultados ob tenidos en nuestro estudio. se pudo observar que paro TLX 1. todas las 

muestras de LAL-B fueron clasificados dentro del g rupo de expresión baja , y de los muestras de 

individuos sanos 2 fueron c lasificados como expres ión bajo y 3 como negativo; estos resultados 

concuerdan con datos reportados en estudios previos. en los cuales se observo que tonto 

pacientes con LAL-B como a lgunos líneas celulares de esta estirpe (RS, RAJI, RE H) . presentan baja 

expresión de TLX 123. En cuanto o los muestras de individuos sanos. se ha reportado expresión baja o 

negativo de TLX 1 tanto en mues tras de sangre periférico como en MO normal 21.23 

En relación o TLX3 obtuvimos resultados muy parecidos con respecto o los muestras de individuos 

sanos. 3 muestras fueron c lasificados con expresión baja y 2 como negativos . En cuanto a la 

expres ión de TL X3 en pacientes con LAL-B, encontramos un doto relevan te ya que aunque solo 

uno de los pacientes presentó expresión alta d e l gen, Jo cual no está reportado en es tudios 

previos, en los que se refiere como negativa25·29, resultaría in teresante saber si se relaciona con 

característicos individuales del paciente. sin tener necesariamente importancia paro el pronóstico 

de este tipo de leucemia. Sin embargo. para obtener resultados relevantes . sería necesario rea lizar 
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el estudio en un mayor número d e pac ien tes y conocer si la expresión diferenc ial d e este g en tiene 

alguna implicación en la b iología y pronóstico de LA L-B 2s. 

Con respecto a TLX 1. se enc on tró que los 5 pacien tes que prese ntaron recaída (c on una media de 

seguimiento de 31 meses), pertenecían a l grupo de expresión baja o negativa . Ning uno de los 

pacientes con expresión a lta tuvo rec a ída o muert e. Es to sugiere tendencia hac ia un mejor 

pronostico. comparado c on aquellos c asos que presentan expresicin negativa o baja d e este gen. 

datos que conc uerdan con lo repo rt a d o en la litera tura 18.2<r2•.26 . 

En el c aso d e TL X3, solo un pac iente d e l g rupo de expresión a lta falleció sin previa rec a ída. En los 

pacien tes es tudiados en este tra b ajo. los eventos de muerte o reca ída no se re lacionaron con la 

sobre-expresión del gen. com o está rep ortado en es tud ios previos 18.26. Dado que para nuestra 

poblac ión no existen datos re lac ionados con la expresión d iferencial de este g en. el resultado 

ob tenido p odría resultar interesante en c uanto a su c omportamiento. ya que no se encon tró 

relac ión d e sobre-expresión de TL X3 y p ronóstico d esfavorable . Es importante reconocer que para 

poder obtener una re lación confiable . es necesario realizar e l estudio en un mayor número de 

pac ientes y c on un período mayor de seguimien to. 

Nuestros resultados mostraron individuos que cumplen con c riterios clínicos y m o lecula res d e mal 

pronóstico. como altas cuen tas de leuc ocitos y expresión baja de ambos genes. que como es 

esperado. presentaron algún evento (muerte o recaída ) dura nte el seguimiento (3/6 pac ientes). Y 

por o tro lado, observamos pacientes (NCT ll) con expresión a lta de TLX1 (asoc iada a buen 

pronóstico) y TL X3 , positivo para la fus ión SIL-TAL/ y con cuentas de leucoc itos mayo res a 50x109/L 

(asociados a ma l pronóstico). En estud io s previos se sugiere que la sobre-expresión d e TLX1, TL X3 y 

la fusión SIL-TAL/ en c ombinac ión. pue d en ser mutuam ente exc luyentes. lo c ual se c umple en el 

c aso d el paciente NCTll . que has ta e l momento del es tud io . no había prese ntado evento 18·43·44. 

La fusión d e SIL-TAL/ (9-30%)18· 46·47 y la expresión ectópica de TLX3 se han reportado como una 

anormalidad común en LAL-T. Existen poc os reportes sobre la implic ac ión pronóstic o d e la fusión 

SIL-TAL 1 en LAL-T, pero en al m enos tres estudios. se p resenta un a tend encia a mejorar la tasa de 

SLE y SG 18·47·48 . Las d os alteraciones en conjunto. no han sido utilizadas como fa c tor pronóstico en 

este tipo de enfermedad 4s 

A pesar de que con el análisis d e regresión no se encontró que alguno de los fa c to res de riesgo 

como edad y cuenta de leucoci tos en combinación con la sobre-expresión d e TLX 1 y TLX3, 

tuvieran un riesgo incrementado re lacionado a reca íd a. la combinación de los diferentes 
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parámetros c lín ic os, citogené ticos y moleculares, reve lo lo importancia de conjun tar lo 

información d e los diversos factore s asociados a riesgo, para poder ob tener un resultado global 

aplicable a l p ronóstic o d el paciente. Así m ismo, es p rimordia l tomar en cuenta que existen rasgos 

bio lógicos propios de lo poblac ión, variabilidad genétic o , así como diferenc ias en los p ro tocolos 

de tratamiento q ue pued en influir en su a socia c ión con riesgo o recaído. Todo e llo es importante 

para poder es tablecer si los marcadores moleculares que estamos evaluondo (TlX 1 y TL X3 ) están 

asocia dos a l pronós tico de LAL-T en nuestra población. 

Es necesario señalar además, que a pesar de que en nues tro es tudio , el tamaño de muestro fue 

muy limitado, lo cual represento uno importante res tricción para ob tener datos c oncluyentes, es e l 

primero en analizar la expresión de los genes TLX1 y TLX3 y su re lación con lo respues to o 

fro tamiento en pac ientes ped iá tric os m exic anos diagnos ticados con LAL-T. 

Conclusiones 

Lo eva luación de marcadores mo leculares puede ayudar en lo identific ación de individuos con 

mal pronós tico, q ue pueden ser útiles c omo una herramienta que p ermita en conjunto con o tros 

marcadores c lín icos. conocer la respuesto d e los pacientes a l tra tamien to. A su vez. podría ser 

utilizada paro c rear perfiles moleculares de LAL-T, median te los cua les se puedan prop orc ionar 

terapias individua lizados o codo uno de los pacien tes. 

El presente es tudio es un acercamiento de lo relación que exis te entre la expresión diferencia l d e 

los genes TLX 1 y TL X3 y la supervivenc ia en pacientes pediá tricos con LAL-T. Es importan te resaltar 

que lo metodo logía utilizado permitió de manero eficiente. detec tor diferencias en la expresión d e 

estos genes en nuestra pob lación, lo que d a pauto o analizar un mayor número d e pac ient es y 

rea liza r asoc ia c iones d e los ha llazgos de expresión con riesgo a recaída. 

Nuestro estudio arrojo dolos importantes asociados a l perfil de expresión de estos genes en 

población mexic ano, que podría a fu turo dar informac ión re levante en cuanto a l sig nific ado 

funcional d e es tos genes en e l desarro llo y pronóstico de la LAL-T. Por último, es necesario tomar en 

cuenta la importancia d e combinar los perfiles moleculares d e expresión, jun to c on los p a rámetros 

clínicos y c itogenéticos yo es tablec idos c omo factores de riesgo, p ara ob tener un 

c omportamien to global del paciente que permita asoc iarlos con riesg o d e recaída . 
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