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Resumen En paralelo al proyecto de la secuenciacion del genoma humano, se han desarrollado
varias plataformas tecnoldgicas que estan permitiendo ganar conocimiento sobre la estructura
del genoma de las entidades humanas, asi como evaluar su utilidad en el abordaje clinico del
paciente. En la leucemia linfoblastica aguda (LLA), el cancer infantil mas comun, las herramien-
tas genomicas prometen ser Utiles para detectar a los pacientes con alto riesgo de recaida, ya
sea al diagnostico o durante el tratamiento (enfermedad minima residual), ademas de que
permiten identificar los casos en riesgo de presentar reacciones adversas a los tratamientos
antineoplasicos y ofrecer una medicina personalizada con esquemas terapéuticos disefados a
la medida del paciente. Un ejemplo claro de esto ultimo es la identificacion de polimorfismos de
un solo nucledtido (SNPs) en el gen de la tiopurina metil transferasa (TPMT), donde la presencia
de dos alelos nulos (homocigotos o heterocigotos compuestos) indica la necesidad de reducir la
dosis de la mercaptopurina hasta en un 90% para evitar efectos toxicos que pueden conducir a
la muerte del paciente.

En esta revision se proporciona una vision global de la gendmica de la LLA, describiendo
algunas estrategias que contribuyen a la identificacion de biomarcadores con potencial utilidad
en la practica clinica.
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Acute lymphoblastic leukemia: a genomic perspective

Abstract In parallel to the human genome sequencing project, several technological platforms
have been developed that let us gain insight into the genome structure of human entities, as well
as evaluate their usefulness in the clinical approach of the patient. Thus, in acute lymphoblastic
leukemia (ALL), the most common pediatric malignancy, genomic tools promise to be useful
to detect patients at high risk of relapse, either at diagnosis or during treatment (minimal
residual disease), and they also increase the possibility to identify cases at risk of adverse
reactions to chemotherapy. Therefore, the physician could offer patient-tailored therapeutic
schemes. A clear example of the useful genomic tools is the identification of single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in the thiopurine methyl transferase (TPMT) gene, where the presence
of two null alleles (homozygous or compound heterozygous) indicates the need to reduce the
dose of mercaptopurine by up to 90% to avoid toxic effects which could lead to the death of
the patient.

In this review, we provide an overview of the genomic perspective of ALL, describing some
strategies that contribute to the identification of biomarkers with potential clinical application.
© 2017 Hospital Infantil de México Federico Gomez. Published by Masson Doyma México S.A.
This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/

licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. Introduccioén

En México, el cancer es un problema prioritario de salud
publica por su incidencia y alta tasa de mortalidad'?. Las
estimaciones recientes senalan que anualmente se diag-
nostican de 2600 a 3120 casos de cancer en menores de
18 anos, siendo el primer lugar como causa de mortali-
dad en ninos de cinco a 14 anos de edad. Se ha reportado
que el 25% de estos casos de cancer se deben a leucemia
linfoblastica aguda (LLA)'-3. Ultimamente se han logrado
grandes avances en el tratamiento de la LLA, alcanzandose
una tasa de curacion de hasta el 90%, a diferencia del 10%
que se lograba hace 50 afos*®. Por un lado, este éxito se
debe al desarrollo cientifico y tecnoldgico que ha permi-
tido el mejoramiento de los antibidticos y el establecimiento
del diagndstico oportuno, la deteccion temprana de clonas
malignas para identificar a los pacientes con alto riesgo de
recaida, el descubrimiento de agentes antileucémicos mas
eficientes y el disefio de esquemas terapéuticos mas espe-
cificos y con reducidos efectos negativos colaterales. Por
otro lado, el mayor conocimiento de la biologia de la LLA
constituye una base fundamental para que en la actualidad
se alcancen altas tasas de remision de los pacientes®”’. A
la fecha, el tratamiento de la LLA se establece con base
en el riesgo de recaida que tienen los pacientes, el cual
se determina principalmente por la edad y el conteo san-
guineo leucocitario (CSL) al diagnostico, infiltracion a otros
organos, inmunofenotipo y la presencia de alteraciones cito-
genéticas y moleculares. Asi, en comparacion con los casos
de bajo riesgo o estandar, los pacientes con alto riesgo de
recaida son tratados con protocolos mas agresivos o terapias
innovadoras para alcanzar una mayor tasa de curacion*’.
En paralelo al proyecto de la secuenciacion del genoma
humano, cuyo primer borrador fue publicado en abril de
2001%°, se han desarrollado varias plataformas tecnologi-
cas que estan permitiendo ampliar el conocimiento que se
tenia acerca de la estructura del genoma de la LLA, el

transcriptoma de los genes codificantes y no codificantes
(miRnoma) y del proteoma de un tejido en un tiempo y
momento especifico, asi como sobre los genes que se rela-
cionan con el metabolismo de los farmacos y la respuesta
terapéutica (farmacogendémica). Las herramientas genémi-
cas prometen ser Utiles para identificar a los pacientes con
alto riesgo de recaida al diagnostico y durante el tratamiento
(enfermedad minima residual) y ofrecer una medicina con
esquemas terapéuticos disefados a la medida del paciente.

En esta revision se ofrece un panorama global de la geno-
mica de la LLA y se mencionan algunos biomarcadores con
potencial aplicacion en la practica clinica.

2. Diagnéstico clinico de la LLA

La LLA representa un grupo de entidades onco-
hematoldgicas de rapida evolucién, clinica y biolégicamente
heterogéneas, caracterizadas por una proliferacion des-
controlada de globulos blancos inmaduros en la médula
6sea (MO) y en la sangre e infiltracion de estos a otros
tejidos. Los sintomas mas comunes incluyen fiebre (causada
por la leucemia o por infecciones graves secundarias a la
presencia de neutropenia), fatiga, anemia, hemorragias,
dolor éseo o articular, petequias y esquimosis'®''. En cua-
dros clinicos mas graves se observa disnea, hepatomegalia,
esplenomegalia, linfadenopatias, infiltracion al mediastino
y al testiculo” %",

El diagnostico diferencial de la LLA se establece con
base en las propiedades de tincién citoquimica (negativas
a mieloperoxidasas, Sudan negro B, alfa-naftil acetato este-
rasa) y al inmunofenotipo de las células leucémicas. Hasta
hace algunos anos, el Grupo Cooperativo Franco-Americano-
Britanico (FAB) clasificaba a la LLA con base en la morfologia
de las células leucémicas (subtipo L1, L2 y L3); sin embargo,
la clasificacion actual se basa en el inmunofenotipo''-"3. La
LLA pre-B se caracteriza principalmente por la expresion de
inmunoglobulinas citoplasmaticas (clg) y marcadores como
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CD79a, CD19, HLA-DR y CD10; la LLA cél-B por expresion
de inmunoglobulinas de superficie (slg) y cadenas pesadas
w; finalmente, la LLA cél-T se caracteriza por la expresion
de CD3 citoplasmatico, CD7, CD5 o CD2. Ademas, existe
un subgrupo de LLA denominada pre-B transicional, que se
caracteriza por la expresion citoplasmatica de cadenas pesa-
das p en las inmunoglobulinas y una débil expresion de estas
cadenas en superficie, sin presencia de cadenas ligeras A o k
1017 Un pequefio grupo (<5%) de casos de LLA son de linaje
ambiguo, es decir, expresan marcadores linfoides y mie-
loides (bifenotipica) o presentan dos poblaciones celulares
(bilineal)'® 1314,

2.1. Citogenética y genética molecular

En cuanto a su genética, la LLA es una entidad com-
pleja y heterogénea. Las aneuploidias (hiperdiploidia alta
> 50 cromosomas e hipodiploidia < 44 cromosomas) y las
translocaciones cromosdmicas son las alteraciones genéti-
cas mas cominmente encontradas en este padecimiento. En
leucemias pediatricas de linaje de células B, las transloca-
ciones t(12;21) (TEL-AML / ETV6-RUNX1), t(1;19) (E2A-PBX1
/ TCF3-PBX1) y t(9;22) (BCR-ABL) y las fusiones que involu-
cran al gen MLL (principalmente MLL-AF4) son las anomalias
genéticas mejor caracterizadas y de mayor frecuencia. En
promedio, ETV6-RUNX1 se ha reportado en el 25% (rango
de 3-45%) de los casos, seguido por TCF3-PBX1 (13%),
BCR-ABL (3-5%) y MLL-AF4 (6.0%)7'%13-5_En pacientes mexi-
canos, las primeras tres alteraciones son las mas comunes
y constituyen alrededor del 17.7 al 28.8% de las anomalias
genéticas'® "%, aunque se han descrito frecuencias de BCR-
ABL de hasta 19% en la poblacion de Veracruz'®. Mientras
tanto, los rearreglos en el gen MLL se han reportado en el
1.4% de todos los casos y en el 23% de los pacientes menores
de 26 meses'®?°, Por otro lado, la LLA cél-T se caracte-
riza por la presencia de mutaciones en NOTCH1 (hasta en
el 60% de los casos) y rearreglos en TLX1-HOX11 (5-10%),
TLX3-HOX11L2 (20%) y otros (tabla 1)1,

3. Herramientas genémicas

El conocimiento de las alteraciones genéticas en la LLA ha
mejorado favorablemente gracias al constante desarrollo
de herramientas tecnoldgicas que permiten analizar cien-
tos de genes o el genoma completo de cientos de individuos
en muy poco tiempo. En esta carrera del conocimiento, las
estrategias mas Utiles han sido los microarreglos de DNA y
de expresion, secuenciacion masiva (genoma, exoma, trans-
criptoma, entre otros) y la 5’ exonucleasa’'-%’.

3.1. Secuenciacion masiva o en paralelo

Las técnicas de secuenciacion masiva o de siguiente gene-
racion (NGS, del inglés Next Generation Sequencing) son
capaces de secuenciar miles de nucledtidos simultanea-
mente en una sola reaccién, cubriendo ya sea todo el
genoma (WGS, del inglés Whole Genome Sequencing), solo el
exoma, el trascriptoma (genes que se expresan) o un panel
de genes seleccionados?'. EL WGS es costoso y puede ser ine-
ficiente en las regiones ricas en GC (principalmente regiones
promotoras), pero a diferencia de otros abordajes, ofrece
la posibilidad de identificar alteraciones genéticas estruc-
turales como grandes rearreglos y deleciones/inserciones.
Por su parte, el abordaje de secuenciacion del exoma es de
menor costo que el WGS y es util para encontrar mutaciones
en regiones codificantes. Ademas, dado que con esta herra-
mienta se puede obtener una amplia cobertura (200X en
promedio por genoma haploide), es posible detectar muta-
ciones en clonas poco representadas, un aspecto de gran
relevancia para detectar la enfermedad minima residual e
identificar a pacientes con alto riesgo de recaida?'?.

La secuenciacion del transcriptoma involucra el anali-
sis de todos los genes que se expresan (rearreglos génicos,
nuevas isoformas), incluyendo los no codificantes como los
pequenos (microRNAs) y largos RNAs (LncRNAs del inglés long
no coding RNA), entre otros?3. Para la deteccidn de todas las
formas de RNA, se expresen o no, la estrategia RNA-seq es la
herramienta de NGS estandar mas popular actualmente?’23,

Tabla1 Anormalidades genéticas mas frecuentemente detectadas por citogenética y biologia molecular en LLA

Linaje Anormalidades Genes Frecuencia % Pronéstico
citogenéticas

Otras poblaciones Ninos mexicanos
(%) (%)

Células B Hiperdiploidia 20-307:10:13-15 22.9'¢, 8*1° Favorable
Hipodiploidia 5-67,10,13-15 0" Desfavorable
t(12;21)(p13;q922) TEL-AML1 G 8=11 7.4-1416-18 Favorable
t(1;19)(q23;p13) E2A-PBX1 137,10,13-15 7.1-11.5'7.18 Desfavorable”
t(9;22)(q34;q11) BCR-ABL1 3-57,10,13-15 2-517,18 1 19+19 Desfavorable
t(4;11)(q21;923) MLL-AF4 67,10,13-15 1.4'8 Desfavorable

11++19, 23“ 20

Células T 9q34 NOTCH1 607" Se desconoce Desfavorable

10q24 HOX11 2071° Se desconoce

* Identificado en el 50% de los casos mexicanos con riesgo bajo de recaida.

* En nifios con LLA < 26 meses.
* Poblacion de Veracruz.
** Translocaciones del gen MLL, Veracruz.
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3.2. Microarreglos de DNA y de expresion

Las plataformas de microarreglos han permitido el analisis
de alteraciones cromosémicas estructurales (citogendmica)
que no podian detectarse con técnicas citogenéticas con-
vencionales o de citogenética molecular, incluyendo translo-
caciones cromosomicas, inserciones/deleciones, duplicacio-
nes, etcétera’?®. Ademas, han contribuido a la identificacién
de variantes genéticas que confieren riesgo a padecer
leucemia mediante el analisis de miles de variantes de poli-
morfismos de un sélo nucledtido (SNP) y variantes en el
numero de copias de genes relevantes en la hematopoye-
sis normal y oncogénica?>?8-3°, Estos abordajes se plantean
sin necesidad de una hipotesis, comparan casos con contro-
les y generan un panorama global de la estructura genética
de la LLA. Con los microarreglos de DNA, los cuales incluyen
miles de alelos y comparan casos con controles, ha sido posi-
ble identificar nuevos loci asociados a la LLA; sin embargo,
una gran limitante es que se requiere de un tamano grande
de muestra para detectar alelos de efecto pequeno, lo cual
también resulta costoso.

El estudio de expresion de los genes codificantes y
no codificantes mediante microarreglos solo detecta genes
representados con sondas en el arreglo; sin embargo,
permite identificar nuevos genes involucrados en la etiopa-
togénesis de la LLA, inferir rutas de sefalizacion y posibles
interacciones entre los genes?. Desde el punto de vista
clinico, este conocimiento ha permitido el descubrimiento
de diversos subtipos moleculares de LLA que correlacionan
fuertemente con el prondstico de la enfermedad?®3'-33,

3.3. 5’ exonucleasa y abordaje de gen candidato

La técnica de abordaje de gen candidato parte de la
hipotesis de que ciertos polimorfismos en los genes que
participan en los procesos patoldgicos que caracterizan a
la leucemia (proliferacion de blastos, linfopenia, leucope-
nia, plaquetopenia) pueden contribuir al riesgo de padecer
la enfermedad, modificar el curso clinico de la misma o
influir en la respuesta al tratamiento. Otros genes de inte-
rés incluyen a aquellos cuyas variaciones en su secuencia
han dado evidencia de asociacion con la leucemia en diver-
sas poblaciones, o que se ha demostrado su participacion
en la oncogénesis hematologica en modelos animales. En el
abordaje de gen candidato se compara la frecuencia con la
que dichos polimorfismos se presentan en un grupo de indi-
viduos afectados con respecto a un grupo de sujetos sanos.
Si estas diferencias son estadisticamente significativas, se
sugiere que la variante analizada se asocia con la enferme-
dad en cuestion. Una importante limitante de este abordaje
es que se requiere de un grupo grande de pacientes y con-
troles pareados por origen étnico para evitar la obtencion
de resultados falsos positivos derivados de estratificacion
poblacional. Sin embargo, es una estrategia que permite
identificar genes que tienen un efecto pequefno sobre la
enfermedad, ademas de que es mas econémica en compara-
cion con otros abordajes. La herramienta genémica mas Gtil
para la genotipificacion es la técnica de la 5’ exonucleasa,
la cual permite el analisis de un SNP en cientos de muestras
en menos de 2 horas mediante sondas especificas marcadas
con fluorocromos?’-*4.

4. Gendomica de la LLA

Aunque las translocaciones cromosémicas son los marcado-
res de la LLA, las herramientas gendmicas han revelado que
otras alteraciones altamente recurrentes estan involucradas
en su patogénesis, evolucion, gravedad y respuesta al trata-
miento. La naturaleza de las mutaciones incluye cambios de
una sola base, deleciones/inserciones (indel), duplicaciones
y variaciones en el nimero de copias (CNVs). Los genes mas
afectados son los que participan en la diferenciacion de lin-
focitos (PAX5, IZKF1, EBF1 'y LMO2), supresores de tumor y
reguladores del ciclo celular (DKN2A/CDKN2B, PTEN y RB1),
reguladores de la transcripcion y coactivadores (TBL1XR1,
ETV6 y ERG), entre otros. Asimismo, se ha reportado que
existen diferencias en la frecuencia de estas alteraciones
entre casos portadores de translocaciones especificas; por
ejemplo, en la LLA BCR-ABL y TEL-AML1 positivas, hay mas
alteraciones adicionales que en las LLA con rearreglos en
MLL. Mientras tanto, en la LLA hipodiploide frecuentemente
se detectan mutaciones en IKAROs, IKZF2 y en genes involu-
crados de la ruta de sefalizacion de RAS. El subtipo de LLA
sin anomalias citogenéticas se caracteriza por mutaciones
en los factores de transcripcidon ETS?%3%35-41,

4.1. Genes asociados

En la LLA, pocos casos muestran un patréon de heren-
cia mendeliano, donde los genes TP53, PAX5 y GATA2 son
los mas reconocidos como responsables de una transmi-
sion autosdmica dominante®?~*>. Mas recientemente y con
la identificacion de las mutaciones germinales p. L349P
y N385fs en ETV6, también se observd que la LLA puede
presentar un patron de herencia recesivo. Cabe mencio-
nar que portadores heterocigotos (dos alelos diferentes)
para estas mutaciones desarrollaron entidades asociadas a la
LLA, como la trombocitopenia y otros tumores solidos*. Sin
embargo, la LLA es principalmente de origen multifactorial,
con un patrén de herencia complejo, donde polimorfismos
de baja penetrancia en genes que participan en la repara-
cion del DNA, en la respuesta a xenobioticos, en el sistema
inmunitario y genes reguladores, predisponen al desarrollo
de la enfermedad* 8. Un hallazgo interesante en estos estu-
dios es la identificacion de SNPs en el intron 3 de ARID5B
(del inglés AT Rich Interactive Domain 5B) como factores
de riesgo para la LLA. De hecho, de las poblaciones ana-
lizadas (incluyendo a la mexicana), este es el gen mas
replicado®“8-%>, ARID5B codifica un miembro de la familia
de proteinas de union al DNA con un dominio de interac-
cion rico en AT. La proteina forma un complejo desmetilasa
de histona H3K9Me2 con dos dedos de zinc de tipo PHD y
esta involucrada en la adipogénesis, desarrollo hepatico y
diferenciacion de linfocitos B. Se ha reportado que los por-
tadores homocigotos para alelos de riesgo no solo tienen
mayor razén de momios (RM), sino que también responden
mejor a tratamientos con metrotexate3%49-34,

Otros genes ampliamente estudiados son IKZF1, CEBPE,
PIP4K2A, CDKN2A/CDKN2B, TP53 y GATA3%?:37,39,40,45,54-58 De
este Ultimo, las variantes rs3824662 y rs3781093 confieren
susceptibilidad a LLA en ninos, adolescentes y jovenes adul-
tos, ademas de que se asocian con la edad al diagnéstico,
la presencia de rearreglos en CRLF2, mutaciones en JAK y
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deleciones en IKZF1, genes que influencian directamente la
trascripcion de GATA3?%3":38, Asimismo, se ha reportado que
alelos de riesgo en IKZF y CEBPE distinguen a la LLA de cél-B
de la LLA de cél-T*'.

Otros estudios apuntan a que los genes que participan
el metabolismo de los hidrocarburos o que tienen un papel
potencial en la respuesta inmune innata y adaptativa del
hospedero pueden tener relevancia en la etiologia de la
LLA*39-63_ En el primer grupo se encuentran los citocromos
CYP1A1, CYP2D6, CYP2E1y CYP3A5, asi como XRCC1, GSTP1,
GSTT1, CYP2E1, NAT2 y NQO1, los cuales también se han
asociado con alto riesgo de recaidas tempranas, toxicidad
a la quimioterapia, menor resistencia a agentes antineo-
plasicos y menor sobrevida®-©3-%3, Algunas asociaciones son
dependientes del origen étnico, de interacciones gen-gen,
de la edad y del tipo de leucemia. Por ejemplo, el alelo
CYP1A1*2A confiere riesgo a LLA en nifos caucasicos, y este
aumenta si el individuo es homocigoto para CYP1AT*2A y el
genotipo nulo GSTM1 . En el segundo grupo estan IL12A,
HLA-DP, HLA-DOA, CD28, FCGR2, GATA3, STAT4 y STATé,
entre otros®?. Chang y colaboradores®? observaron que el
alelo G del rs583911 de IL12A confiere una RM de 1.52 para
LLA en nifos sin importar su origen étnico; sin embargo,
el haplotipo CCGA-IL12 (rs6602398, rs942201, rs791587 y
rs706778) incrementa el RM a 9.15 sélo en los nifios de ascen-
dencia hispana. Por su parte, el haplotipo GAC (rs17769459,
rs4853546 y rs1031509) de STAT4 tiene un efecto diferencial
de riesgo en ninos hispanos y no hispanos (RM= 2.65 y 0.30,
respectivamente).

5. Origen étnico como factor de riesgo

La contribucion diferencial de los genes y sus variantes en
la etiologia de la LLA entre los distintos grupos étnicos es
un hallazgo comun. Aunque la estratificacion poblacional,
tamano de muestra, etc. son factores que podrian influir
en este fendmeno, existen cada vez mas evidencias de
que el fondo genético del paciente, intrinseco a su origen
étnico, constituye por si mismo un factor de riesgo para
la enfermedad. Por ejemplo, se ha documentado que las
poblaciones nativo-americanas (50.6 casos por millon) tie-
nen mayor prevalencia de LLA en comparacion con otras
poblaciones (hispana 40.9; caucasica 35.6 y afroamericana
14.8 por millon)®6-7!. Asimismo, la LLA de células T es hasta
1.7 veces mayor en poblacion afroamericana que en el
resto de las poblaciones; la fusion TCF3-PBX1 también esta
sobre-representada en esta poblaciéon, mientras que el gen
ETV6-RUNX1 es mas comln en caucasicos que en hispanos’".
Utilizando marcadores genéticos de ancestria, se reporto
que los ninos nativo-americanos tienen un mayor riesgo de
recaida independientemente de factores prondsticos como
edad al diagnostico, CSL, linaje y subtipo molecular de
leucemia®®.

Por otro lado, los genotipos de ARID5B asociados al riesgo
de LLA son mas frecuentes en poblaciones hispanas en com-
paracion con otros grupos étnicos; adicionalmente, se han
identificado variantes especificas para estas poblaciones
y para la caucasica (tabla 2)?%:31,39:40,45,50,54,55,72-76 " E| SNP
(rs7088318) de PIP4K2A asociado al riesgo de LLA también
tiene una distribucion diferencial entre los diversos grupos
étnicos®"8, por lo tanto, los genotipos de riesgo para LLA

en ARID5By PIP4K2A parecen ser importantes determinantes
raciales en la susceptibilidad a la LLA.

6. Transcriptoma de la LLA

Los estudios de expresion génica de la LLA, ademas de
los analisis de alteraciones en el nimero de copias en
el DNA, han enfatizado la gran heterogeneidad de la
enfermedad y han permitido establecer el diagndstico dife-
rencial e identificar nuevos subtipos de leucemia?®33:3877.78,
Existe un grupo de pacientes BCR-ABL negativos (15%) que
tienen un perfil de expresion génica similar al que se
observa en los portadores de este transcrito quimérico.
Este subgrupo tiene un rango de alteraciones genéticas y
estructurales de genes que activan el desarrollo linfoide,
receptores de citocinas y rutas de sefalizacion de cinasas.
Mas del 50% de los casos llevan rearreglos en CRLF1, de los
cuales cerca de la mitad tienen mutaciones en JAK*. Datos
recientes revelan la presencia de mas de 10 subtipos de
LLA pre-B clasificados como hiperdiploides, hipodiploides,
TEL-AML1 positivos, TCF3-PBX1 positivos, BCR-ABL positi-
vos, similar a BCR-ABL, rearreglos en MLL, con rearreglos en
MYC, cony sin rearreglos en CRLF2, desregulacion de ERG y
con alteraciones en PAX5, mismos que difieren en su distribu-
cion entre grupos de edad (fig. 1)?¢32. De la misma forma, en
la LLA de cél-T se han identificado 9 subtipos moleculares de
la enfermedad, incluyendo pre-T temprana (12%), con des-
regulacion en TLX3 (20%), TAL1 (15-18%), LMO2 (10%), TLX1
(7%), positivos a la translocaciones t(10;11) (10%), MLL-ENL
(2-3%), NUP214-ABL1 (6%) y t(7;9) (<1%)***%7. Cabe recal-
car que en un analisis de perfiles de expresion en nifos
con recaida temprana y tardia, se reportd que la sobre-
expresion de FOXM1, exonucleasa NEF-sp, BIRC5, NCAPH,
GTSE1, CENPM, KIAA0101, C100rf56, BUB1B, UBE2V1, POLQ
y TMEM97 son indicadores de recaida, mientras que PAICS,
TYMS, IMPA2, CAD, ATIC y GART, correlacionan con recaida
tardia?®’®.

Los genes que definen los distintos perfiles de expresion
en la LLA infantil son Utiles en la clasificacion de la enfer-
medad en adultos, particularmente para los casos positivos
a las translocaciones t(1;19), t(12;21) y 11g23'278,

7. Epigenoma de la LLA

En la leucemogénesis, la desregulacion epigenética tiene un
papel fundamental. Se han descrito distintas sefales epige-
néticas para los diferentes subtipos de la LLA, donde es muy
comun encontrar mutaciones en genes que codifican modi-
ficadores del epigenoma, los cuales a su vez se asocian con
falla terapéutica’®-%. La hipometilacion global e hiperme-
tilacion de islas ricas en CpG de las regiones promotoras de
algunos genes son caracteristicas de las células leucémicas.
La hipometilacién y la hipermetilacion pueden influir en la
expresion anormal de genes, promoviendo o regulando la
proliferacion celular, respectivamente®. Los genes comin-
mente metilados en LLA incluyen a los que participan en
rutas de sefalizacion (TIE1, MOS, CAMLG y GPRC5C), regu-
lacion del ciclo celular y proliferacion (MCTS1 y DGKG),
factores y reguladores de la transcripcion (PROP1, TAF3,
H2AFY2, ELF5, ZBTB16, CNOT1y TADA2A) y genes homedti-
cos (HOXA5 y HOXA6)®*.
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Tabla 2 Ejemplo de polimorfismos que confieren riesgo a padecer leucemia aguda linfoblastica

Gen Polimorfismo Caucasico Afroamericano Asiatico Hispano Referencias
ARID5B rs7089424 1.7 [1.5-1.9], 0.0001 - NS 2.12 [1.7-2.65], 2.04e"" e
rs7090445 - - - 2.08 [1.67-2.60], 6.24e" Y]
rs4506592 = 2.1 [1.3-3.3], 0.015 1.4[1.2-1.7], 2.16e® 0.48 [0.38-0.60], 8.24¢" D
rs10821936 1.8 [1.6 - 2.0], 8.3e%° 1.52 [1.1-2.0] 1.81 [1.4-2.3] 1.8 [1.4 - 2.3], 1.0e™® Sl 20
rs10821938 1.6 [1.4 - 1.8], 1.4e4 - - 1.8 [1.4 - 2.3], 2.9e® %
rs7087125 1.3[1.7 - 1.5], 9.2e™® = = NS =0
rs2393732 NS = - 1.4 [1.0-1.8], 0.12 &
IKZF1 rs7780012 - - - 0.50 [0.35-0.71] 0.004 %
rs11980379 = = NS 1.47 [1.7-1.85], 0.01 SRz 8
rs4132601 1.4 [1.1-1.7], <0.001 - - 1.47 [1.7-1.85], 0.01
CEBPE rs4982731 - - - 1.69 [1.37-2.08], 1.15e% &
rs10143875 = = = 1.67 [1.36-2.07], 1.68e% e
rs6572981 = = NS 0.53 [0.39-0.70], 1.6e™% %
rs2239629 1.19 [1.11-1.28], 0.01 - - 0.57 [0.40-0.81], 0.001
PIP4K2A rs7088318 1.28 [1.14-1.35], 0.001 1.48 [1.21-1.8], 0.001 1.24 [1.05-1.46], 0.001 1.29 [1.12-1.49], 0.001 =8
rs4748793 1.29 [1.24-1.55], 0.001 NS NS 1.22 [1.06-1.43], 0.001
GATA3 rs3824662 1.7 [1.48-2.12], 2.8e"0 - - - 2
rs3781093 1.7 [1.44-2.08], 3.2¢e”° = = =
CYP1A1 *2A NS NS - 2.70 [1.27-5.74], 0.010 n
*2B NS NS - 3.28 [1.40-7.69], 0.006 7
*2C* NS NS = 2.47 [1.13-5.38], 0.023 7
MLL rs525549 NS = = 2.84[1.37-8.18], 0.008* "
rs6589664" 0.40 [0.02-0.95], 0.04 - - 2.32 [1.07-5.03], 0.034° 7%
EP300 rs20551 NS = = 2.46[1.04-5.83], 0.040° 2
CDKN2B rs662463 = 1.55 [1.16-2.06], 0.002 = NS 2
XRCC1 rs Ars399Gln NS - 1.72 [1.33, 2.23], 0.0001 NS* 220
# Efecto en estado homocigoto; NS: resultados no significativos;
a A= 0.005;
b G=0.02;
¢ A=0.02;

Estudio en México.
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Figura 1

Las modificaciones epigenéticas también explican en
cierto grado la resistencia al tratamiento antineoplasico®.
De hecho, se ha sugerido que la resistencia reversible al
tratamiento con inhibidores de NOTCH1 en la LLA de cél-
T es un fenémeno mediado por mecanismos epigenéticos’.
El uso de farmacos dirigidos a la reversion de patrones de
metilacion en genes especificos es una alternativa potencial
de tratamiento anti-leucémico.

Otro mecanismo epigenético es la accion de los RNAs
no codificantes, que juegan un papel fundamental en la
biologia del cancer actuando como reguladores epigenéti-
cos, potenciadores y reguladores de la interaccion intra e
intercromosomica. En diversos estudios se han detectado los
miRNAs que frecuentemente se encuentran desregulados en
su expresion: miR-99, -100, -125, -126, -128a/b, - 146a, - 155,
-181a/c, -195, -198, -210, -221, -223, -425-5p, -663 y -708,
entre otros®"-#4-87_ Algunos de ellos se han reportado como
indicadores de prondstico y de respuesta al tratamiento’%:2°;
otros se han asociado con el linaje de las células leucémicas,
por ejemplo, miR-155, -128by -210, los cuales permiten dis-
criminar ente LLA y leucemia mieloide aguda (LMA)7848 La
sobreexpresion de miR-128b también correlaciona con la LLA
MLL-AF4 positivo®®. Los perfiles de expresion de los miRNAs
permiten discriminar entre los linajes®' y pueden ser Utiles
para predecir la respuesta al tratamiento (miR-10a, -33, -
27a, etc.) o monitorear la enfermedad después del mismo
(tabla 3)80-%7,

8. Interaccion gen-ambiente

Hasta el momento, existen pocas investigaciones cuyo obje-
tivo sea conocer la interaccion entre el genoma y el
ambiente como una variable en el desarrollo de la LLA.
Los factores ambientales mas explorados son la exposicion
a rayos X, tabaco, pesticidas, insecticidas, pintura, agua
clorada y consumo de alcohol*-°-61.88-91 En este aspecto,

Tipos de leucemia aguda linfoblastica basados en el perfil de expresion génica (analisis del transcriptoma) y su distribucion
por rangos de edad (modificado de Mullighan CG, 2014. Ref. 15).

los genes mejor estudiados incluyen a los miembros de
la familia de los citocromos, GSTM y MDR. Se ha repor-
tado que los alelos *2A/*2B de CYP1A1 incrementan hasta
5 veces mas el riesgo a LLA en nifios expuestos a pestici-
das durante el desarrollo intrauterino y la nifez. Mientras
tanto, nifos expuestos a altos niveles de trialometanos en
el agua potable tienen hasta nueve veces mas de riesgo a
LLA si son portadores del alelo CYP2E1*5 0 GSTT14¢. También
se ha documentado que el genotipo nulo GSTM1 y el alelo
CYP2E1*5 confieren alto riesgo a LLA en nifios de madres que
consumen alcohol durante el tercer trimestre del embarazo
y durante la lactancia®. De la misma forma, la ausen-
cia del haplotipo CGACC (-T1761C, -G9893A, Ex7+A131G,
C1188T, C11599G) de CYP1A1 confiere riesgo para LLA en
nifos que tienen al menos un padre fumador®®. Haploti-
pos en CYP2C8 y MDR1 (ABCBT) fueron identificados como
factores de riesgo a LLA en ninos hispanos de Estados Uni-
dos expuestos a pintura e insecticidas; el haplotipo CGC
(C1236T, G2677T/A, C3435T) de MDR1 se asocid a proteccion
aLLA ante la exposicion a insecticidas intradomiciliarios®?°,
Recientemente, Lupo y colaboradores® sugirieron que el
rs1804742 de la metilen-tetrahidofolato reductasa podria
conferir riesgo para tener hijos afectados con LLA en madres
con bajo consumo de acido folico.

9. La gendmica en la clasificacion y pronéstico
de laLLA

Durante varios afos, las caracteristicas clinicas, citomor-
fologicas, inmunofenotipicas y moleculares de las células
leucémicas han permitido establecer el diagnostico de la
LLA y han contribuido a al disefio de esquemas terapéuti-
cos para mantener el control de la enfermedad. De acuerdo
con estas caracteristicas se valora el riesgo de recaida; los
pacientes con bajo riesgo son tratados con terapias menos
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Tabla 3 Ejemplos de miRNAs con relevancia clinica potencial y su correlacion con el subtipo genémico de la LLA
Biomarcador Tipo de LLA MicroRNAs Subtipo molecular
Diagnostico Células B miR-425-5p, miR-191 y miR-128 E2A-PBX1

miR-146b y miR-126 BCR-ABL1
miR-383, miR-125b, miR-99a y miR-100 Hiperdiploidia
1%
TEL-AML1
miR-629 MLL-AF4
miR-196b, miR-17-92 Rearreglos en MLL
Células T miR-148a, miR-424 y miR-151"
Linaje mezclado miR-196
Remision miR-223 y miR27a
Recaida miR-210, miR-708

Mal pronéstico
miR-599
Buen prondstico

miR-33, miR-215, miR-369-5p, miR-496, miR-518d y

miR-10a, miR-134, miR-214, miR-484, miR-572,

miR-580, miR-624 y miR-627

" Subexpresado.

agresivas, mientras que los tratamientos mas agresivos y
toxicos o terapias innovadoras estan reservados para los
pacientes con alto riesgo de recaida®3>°"-°2. La masa inicial
de células leucémicas, reflejada por el CSL, edad y presencia
de enfermedad extra-medular son factores pronosticos que
correlacionan con las probabilidades de sobrevida libre de
enfermedad (SLE)®?. Los nifios < 1 afio de edad, > 10 afios de
edad y los que tienen CSL > 50x10°/l tienen peor pronéstico
que los de menor edad (1-9.99 afnos) y que presentan CSL
<50x10%/1. Factores como infiltracién al sistema nervioso,
involucramiento testicular en varones, trisomia 21 u origen
étnico, pueden influir en el pronéstico’>*. Con respecto al
inmunofenotipo, la LLA pre-B se asocia con un pronostico
mas favorable, mientras que la co-expresion de antigenos
mieloides en blastos linfoides (My+ ALL) y el inmunofenotipo
cél-T son factores asociados a una menor SLE'03%41,

La hiperdiploidia, hipodiploidia, presencia de BCR-ABL,
TEL-AML1 y alteraciones que involucran al gen MLL son las
anomalias citogenéticas y moleculares de prondstico mejor
caracterizadas. Se ha observado in vitro que la hipodiploi-
dia correlaciona con un SLE menor a 40%, mientras que
la hiperdiploidia se asocia con mayor apoptosis y sensibi-
lidad a una gran variedad de agentes quimioterapéuticos, y
por ende mejor respuesta al tratamiento. La expresion de
TEL-AMLT en algunas poblaciones es un marcador de buen
prondstico; los casos portadores tienen una SLE de mas del
90% a 5 anos con protocolos que contienen asparaginasa. Los
transcritos quiméricos BCR-ABL y MLL-AF4 estan asociados a
un mal pronostico; los pacientes portadores son candidatos
para terapias mas innovadoras, incluyendo trasplante de MO
durante la primera remision. De hecho, los pacientes porta-
dores de BCR-ABL son los que presentan mayores dificultades
en el tratamiento porque, a pesar de que un subgrupo de
ellos puede ser tratado con un inhibidor de la cinasa (ima-
tinib), el efecto es transitorio y el riesgo de recaida es muy
elevado'%4-%,

Se ha realizado un gran esfuerzo para conocer el com-
ponente genético de la LLA e identificar todas las lesiones
genéticas que contribuyen a la leucemogénesis y a la falla
terapéutica. Los estudios de asociacién y de secuenciacion

del genomay transcriptoma han mostrado que pacientes con
LLA pre-B, BCR-ABL1 positivos y deleciones en IKZF1, tie-
nen una SLE mas corta y alto riesgo a recaida®; los casos
con deleciones en CDKN2A/B sin rearreglos cromosomicos
corresponden a subgrupos de pacientes con alto riesgo de
falla al tratamiento®. La pérdida del gen supresor de tumor
CDKN2A/B ocurre en mas del 40% de los casos de LLA pre-B;
por otro lado, el SNP rs3824662 de GATA3 ha sido asociado
con respuesta temprana al tratamiento®. Otros genes aso-
ciados a recaida son VPREB1, EBF y ARID5B°°7%. En este
sentido, los SNPs rs7923074 (RM=1.2), rs10821938 (RM=1.2),
rs4948488 (RM= 1.41), rs2893881 (RM= 1.45) y rs6479778
(RM= 1.48) en ARID5B se asocian con el riesgo de recaida
en pacientes de origen hispano y caucasico, siendo la pobla-
cion hispana la que presenta una mayor frecuencia de estas
variantes®’. Por otro lado, se ha reportado que la presencia
de deleciones y expresion reducida de MSH6 correlacionan
con la resistencia al tratamiento con mercatopurina y pred-
nisona e indirectamente con recaida”’.

Dentro del grupo de la LLA cél-T considerado de mal
pronostico, los pacientes portadores de alteraciones que
desregulan la expresion de TLX1 (7%) presentan bajo riesgo
de recaida”.

Mei y colaboradores® sugieren que los miRNAs también
pueden ser Utiles como biomarcadores de prondstico y pre-
dictores de sensibilidad al tratamiento. Por ejemplo, la baja
expresion de miR-210 al diagnostico correlaciona con mayor
tasa de recaida o falla a la induccion; cuando es sobreex-
presado en las lineas celulares REH y RS4;11, estas son mas
sensibles al tratamiento con daunorubicina, L-asparaginasa
y vincristina.

10. Blancos terapéuticos

La identificacion de anormalidades cromosoémicas en las
neoplasias hematologicas ha sido fundamental en el des-
cubrimiento de blancos terapéuticos para el abordaje de
la enfermedad. Uno de los primeros éxitos en el trata-
miento de la leucemia fue el uso del acido retinoico en



Leucemia linfoblastica aguda infantil

Document downloaded from http://www.elsevier.es, day 30/06/2017. This copy is for personal use. Any transmission of this document by any media or format is strictly prohibited.

21

pacientes con leucemia promielocitica aguda portadores
de la t(15,17)(q22;q12) (PML-RARA)%®. Posteriormente, la
identificacion de un inhibidor de tirocina cinasas (imatinib)
permitiod tratar de manera eficiente a los pacientes positi-
vos a t(9; 22) (q34, q11) (BCR-ABL) con leucemia mieloide
crénica 'y LLAY.

Algunos tratamientos se encuentran en fase clinica I, por
ejemplo, los inhibidores de JAK (ruxolitinib) en pacientes
con rearreglos en CRLF2 y mutaciones en JAK1y JAK2.

La identificacion de alteraciones de expresion de genes
también ofrece oportunidades para el desarrollo de nuevos
blancos terapéuticos. Por ejemplo, el subtipo de LLA cél-T,
que tiene un perfil de expresion parecido al de timocitos
normales en estadios tempranos de diferenciacion, tiene un
prondstico muy pobre, por lo que se sugiere que estos casos
sean tratados con altas dosis de dexametasona®. Recien-
temente se reporté que los genes TPMT (mercaptopurina,
tioguanina, azatioprina), CYP2Dé (codeina, tramadol, oxico-
deina, amitriptilina, ondansetron, fluoxetina, paroxetina),
CYP2C19 (clopidrogrel) y SLCO1B1 (simvastatina, potencial-
mente metotrexato) han sido incluidos en el registro médico
electrénico para su implementacion clinica, siendo el geno-
tipo de TPMT el de mayor relevancia para el tratamiento de
los nifios con LLA'00-104,

10.1. Gen TPMT

La TPMT es una enzima de localizacion citoplasmatica que
participa en el metabolismo de los analogos de purinas
utilizados en el tratamiento anti-leucémico e inmunosupre-
sor, como la 6-mercaptopurina (6-MP), tioguanina (6-TG)
y azatioprina. TPMT inactiva a las tiopurinas, por lo que
en su ausencia se incrementan los metabolitos activos
(nucledtidos de tioguaninas: TGNs) de estos farmacos anti-
neoplasicos en las células hematopoyéticas, y con ello se
presenta un alto riesgo de hematoxicidad que pone en
peligro la vida del paciente. Actualmente se sabe que las
variantes TPMT rs180462 (c.238G>A), rs1800460 (c.460G>A)
y rs1142345 (c.719A>G) correlacionan con la actividad de
la enzima y constituyen factores predictores de toxicidad
y efectividad de tratamientos basados en tiopurinas, por
lo que tienen un significado clinico importante en el abor-
daje de la LLA y de otras entidades autoinmunes. Los alelos
TMPT*2, (c.238G>A, Arg80Pro) provocan una reduccion de
la actividad de la enzima; los pacientes que son heteroci-
gotos para un alelo mutante tienen riesgo intermedio de
toxicidad, mientras que los homocigotos y los heteroci-
gotos compuestos muestran una actividad enzimatica muy
baja o indetectable, y el riesgo de un efecto toxico es
muy alto (fig. 2). Estos pacientes deben ser tratados con
dosis mas bajas de mercaptopurina para disminuir la toxi-
cidad y no comprometer el tratamiento; se sugiere una
reduccion del 90% en la dosis en pacientes homocigotos y
del 30 hasta el 70% en casos portadores de un solo alelo
deficiente'0'-103,

11. Tratamientos en fase preclinica

A pesar de los grandes avances en el tratamiento de la LLA,
un porcentaje de pacientes aln muere como consecuen-
cia de la enfermedad o de efectos secundarios asociados al

tratamiento. La identificacion de nuevos blancos tera-
péuticos permite el desarrollo de nuevas alternativas de
tratamiento: inhibicion/induccion de los genes alterados,
inmunoterapia, etc'®-18,

En pacientes con LLA que muestran un perfil de expresion
parecido a BCR-ABL y que son portadores de las fusiones
génicas EBF1-PDGFB o NUP214-ABL1, el tratamiento con
imatinib, un inhibidor de ABL y de PDGFB, se encuentra en
fase preclinica de evaluacion'®.

La LLA cél-T es una entidad de baja frecuencia y alta-
mente agresiva; los portadores de mutaciones en el gen
NOTCH1 no responden a los tratamientos convencionales
y tienen una alta tasa de recaida y mortalidad. Para su
tratamiento, se encuentran en desarrollo inhibidores de
NOTCH1 (GSls), los cuales no han sido llevados a la fase
clinica porque existen evidencias experimentales de que
las células leucémicas son refractarias al tratamiento con
GSls, un mecanismo probablemente mediado por fendmenos
epigenéticos'®.

Otros genes blanco en el tratamiento de la LLA cél-T
son BDR4 y BCL2. BDR4 es una proteina que se encuentra
sobre-expresada en esta neoplasia y se ha descrito como un
potencial promotor de la expresion de MYC y la molécula
antiapototica BcL-2. De hecho, como alternativa del trata-
miento en la LLA cél-T, se propone el uso de inhibidores de
NOTCH1, BDR4 y BCL2 al mismo tiempo'?’.

La inmunoterapia como alternativa de tratamiento es
de reciente interés; los blancos terapéuticos son los anti-
genos de superficie de blastos leucémicos. Para ello, se
estan desarrollando anticuerpos desnudos y no conjugados,
inmunoconjugados e inmunotoxinas, receptores de antige-
nos quiméricos, anticuerpos de cadena Unica bi-especificos
que se acoplan a linfocitos T, entre otros'®.

12. Genémica y LLA en México

La aplicacion de las tecnologias gendmicas en la investi-
gacion de la LLA infantil estan sumando una plétora de
datos que confirman su complejidad gendémica. Ademas,
contribuyen a la deteccion de biomarcadores que son poten-
cialmente Utiles para detectar a los pacientes en riesgo alto
a recaida o toxicidad a tratamientos antes de que existan
manifestaciones clinicas de la enfermedad. Actualmente,
las plataformas de NGS permiten el estudio de grupos de
genes que cominmente estan afectados en cancer y que
son portadores de mutaciones ‘‘accionables’’, para las cua-
les existen tratamientos farmacologicos en fase preclinica
(inhibidores de JAK en pacientes con rearreglos en CRLF2
y mutaciones en JAK1y JAK2). Los genes afectados pueden
ser utilizados como biomarcadores de la enfermedad minima
residual (EMR)'0107,

En México, las investigaciones gendmicas en la LLA
sugieren a FLT3, DEFA1 y hsa-miRNA-511 como poten-
ciales marcadores de riesgo a recaida o de respuesta
a tratamiento®*; no obstante, son datos que deben ser
replicados en poblaciones independientes antes de su imple-
mentacion en el area clinica. Lo que esta ampliamente
demostrado es que la deteccion de BCR-ABL y la genotipifi-
cacion de TPMT al diagndstico deben realizarse en todos los
nifios con LLA, y que la primera opcion de tratamiento para
portadores de BCR-ABL es el mesilato de imatinib en lugar
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A3 5
719A>G 460G>A 238G>C
Tyr240Cys Ala154Tyr Ala80Pro
(rs1142345) (rs1800460) (rs1800462)
Alelos Actividad Riesgo
de la enzima de toxicidad
719A 460G 238G
Tyr240 Ala154 Alag80
D l I I I I . I I TPMT*2 Reducida Intermedio
238C
Pro80
719G 460A
Cys240 Tyr154
N I I I . I I I I TPMT*3B Reducida Intermedio
460A
Tyr154
« ! |—|—I—|—I—HH—D—H— TPMT'SC  Reducida inermedio
719G
Cys240 +Riesgo alto de toxicidad para homocigotos o heterocigotos compuestos.
Figura 2 Polimorfismos del gen TPMT asociados con hematoxicidad. A) Estructura del gen y localizacion de los polimorfismos. Los

cuadros representan a los exones de region no codificante (blanco) y region codificante (gris); B) Alelos que afectan la actividad de

la enzima.

de trasplante de médula dsea*®'%%. En el caso de portadores
de uno (heterocigotos) o dos (homocigotos o heterocigotos
compuestos) alelos nulos de TPMT, que en conjunto son
alrededor del 8% de los nifios mexicanos con LLA'%%110 se
debe reducir la dosis de tiopurinas del 30 al 90% para dis-
minuir el riesgo de mielosupresion y potencial muerte de
los pacientes®~'%, Sin embargo, aunque se estan haciendo
grandes esfuerzos, el uso de ambos biomarcadores en el
area clinica es todavia limitado en nuestro pais. No estamos
lejos de constituirlas como herramientas diagndsticas en el
abordaje clinico de los pacientes atendidos en institucio-
nes hospitalarias pUblicas, pero por el momento, el estudio
molecular, en particular la deteccion de BCR-ABL al diagnos-
tico, esta solo disponible en algunos centros hospitalarios
de tercer nivel'"'®, El reto es que médicos e investigado-
res sumemos esfuerzos para encontrar rutas que faciliten la
optimizacion de los recursos técnicos y de infraestructura
para potenciar la traslacion de la investigacion geno-
mica a una medicina personalizada en los ninos mexicanos
con LLA.

Las herramientas 6micas han revelado que, ademas de
las alteraciones somaticas adquiridas reconocidas como
marcadores de la LLA (aneuploidias, translocaciones como

BCR-ABL, TEL-AML1), las variaciones genéticas germinales o
heredadas tienen importantes implicaciones en el riesgo a
LLA, en la respuesta a medicamentos o en la toxicidad a la
terapia antineoplasica. Existen ejemplos claros como el uso
del genotipo TPMT en el tratamiento de la LLA infantil, pero
se requieren mas estudios que integren la informacion gené-
tica somatica y germinal para predecir el riesgo de recaida
de los pacientes y detectar la EMR, con el objetivo final de
aplicar este conocimiento y ofrecer un tratamiento oportuno
y una medicina personalizada. Asi, los estudios genémicos
subsecuentes deberan incorporar informacion clinica, pato-
logica y molecular para identificar los alelos que contribuyen
a la malignidad de las entidades humanas.
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