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I. INTRODUCCION



La elevacién de la Hemoglobina Fetal después de que-
ha ocurrido la activacién-inactivacién de los genes globi
nicos beta y gamma durante la etapa perinatal es un fené-
meno ampliamente descrito en enfermedades hereditarias co
mo anemia de células faiciformes (Homocigoto para HbS), -
Talasemia alfa, Talasemia beta, Talasemia delta-beta, Per
sistencia Hereditaria de Hemoglobina Fetal, vy en condicio
nes no hereditarias como neoplasias; principalmente en -
Leucemia Mielégena Crénica Juvenil y Eritroleucemias,

La Hemoglobina Fetal formada por dos cadenas alfa y-

“dos gamma GXZKS - qu? ) se produce predominantemente en
un tipo de eritrocitos denominados Células F. Las cadenas
globinicas gamma son codificadas por dos genes muy cerca-
nos entre sf{, localizados en el grupo de genes globinicos
beta, uno dencminado gamma G por codificar para Glicina -
en la posicifn 136 y el otro denominado gamma A por codi-
ficar para Alanina en la misma posicién. La expresibn de-
los genes globinicos gamma G y gamma A en el Recién Naci-
do es de 3:1, mientras que en el adulto la relacibn se in
vierte a 2:3.

Se desconocen atin los factores que intervienen en la
regulacibén de los genes globinicos durante la ontogenia,-
por lo que estudios en neoplasias, que se caracterizan -
por una diferenciacibén v proliferacibn celular diferente,
pucdan quizis aportar caracteristicas particulares que -

ayuden al entendimiento de la expresibn de estos genes o-



o en su defecto, al conocimiento de los mecanismos de ex-

presién génica en general.



II. ANTECEDENTES GENERALES




I1.1 PROTEINAS RESPIRATORIAS.

Dentro del reino animal existe un amplio rango de di
versidad en la estructura y funcidén de proteinas transpor
tadoras de oxigeno. Por tal motivo, afin cuando nuestro te
ma principal son las hemoglobinas humanas, se realizari -
una breve revisién comparativa de las hemoglobinas anima-
les, con el fin de facilitar el mejor entendimiento de -
las hemoglobinas.

La variabilidad de las proteinas transportadoras de-
oxigeno esti mediada por las condiciones ambientales y la
etapa de desarrollo, como respuesta a los requerimientos-
fisiolbégicos y la adaptacién ambiental.

Los invertebrados constituyen un grupo muy diverso -
en cuanto a estructura y hibitat se refiere, por lo que -
es 16gico pensar que poseen varios tipos de proteinas res
piratorias de acuerdo a su taxonomfa.

La estructura de las proteinas transportadoras de -
oxigeno de los invertebrados suele ser compleja y se divi
de en cuatro tipos de acuerdo al grupo prostético que po-
seen en: hemeritrina, hemocianina, eritrocruorina y cloré
cruorina. Todas estas proteinas presentan una marcada va-
riabilidad en el nlmero de subunidades y en el peso (Ta--
bla 1). En general, las proteinas de alto peso molecular-
(polimeros) con un peso de 10S a 107 daltons se enéuen--—
tran disueltas cn tejidos liquidos como la hemolinfa o 1la

cavidad celémica. Las proteinas pequefias de aproximadamen



te 100 000 daltons se encuentran dentro de células rojas,
células del celoma o en células de otros tejidos. Los po-
limeros contribuyen muy poco a la presidén osmética en com
paracién con las proteinas pequefias que ayudan a prevenir
el exceso de agua de la célula a los espacios intravascu-
lares y s6lo parte de ellos cooperan en la captacién de -
oxfgeno, ya que el resto participa en la captacidn de prg

tones y cloruros.



TABLA I.-

COMPARACION DE LAS PROTEINAS TRANSPORTADORAS DE OXIGENO.

Peso molecular
(Daltons)

Nmero de
subunidades

Metal: 02

Coordinacién -
del metal:

Color:

Oxigenada

Desoxigenada

Hemoglobina |Eritrocruorina)Clorocruorina |Hemeritrina [Hemocianina
65,000 {16,000 - 4x10° 3 x 10° [10,000-110,000{400,000- 9,000,000
4 1 - 200 180 3,4,8 6-48
Fe: 02 Fe: 02 Fe: 02 2Fe: 02 2Cu; 02
Protoporfirina| Protoporfirina Formilporfirina { Cadena Cadena
proteica proteica
lateral lateral
Rojo Rojo Concentrado: | Morado Azul
rojo
Diluido:
verde
Plrpura POrpura Concentrada: | Incolora |Incolora
rojo
Diluido:

verde




Figura 1 - Distribucion taxondmica de las proteinas transportadoras

- de oxigena,
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La HEMERITRINA es una proteina respiratoria intracelu
lar (Tabla 1) que sc¢ encuentra en invertebrados marinos -
de 4 phyla diferentes (Fig. 1}. Es un polimerc de 100,000
daltons que contiene 8 subunidades idénticas, aunque algu
nos Sipunculidos poseen hemeritrina trimérica o tetraméri
ca. E1 anilisis con rayos X demostr§ que las 8 subunida--
des estdn arregladas en dos capas de cuatro subunidades. -
La estructura cuaternaria es estabilizada por numerosas -
interacciones electrostidticas y puentes de hidrégeno. La-
hemeritrina encontrada en células celdmicas y musculares-
son funcional y estructuralmente diferentes a las protei-

~nas vasculares. El octimero de las células rojas presenta
una alta afinidad por el oxigeno a diferencia de la heme-
ritrina celémica que posee afinidad intermedia. Las dife-
rencias funcionales entrc estas proteinas facilita proba-
blemente la extraccibén del oxigeno del agua circulante y-
su transporte de la superficie respiratoria a las células
La HEMOCIANINA es una proteina cuyo metal captador -

de oxigeno es el cobre responsable de la coloracibén azul-
de la proteina oxigenada, ademis es una proteina extrace-
lular y circula en la hemolinfa de algunos artrépodos y -
moluscos ETabla 1 y Fig. 1). La cantidad de subunidades y
la estructura cuaternaria de la hemocianina de artrépodos
v moluscos presenta una gran diversidad. La hemocianina -
de artrépodos contiene 6 subunidades (70-80 000 daltons),

estos heximeros pueden unirse y formar polimeros. La hemo



cianina de moluscos es una molécula gigante compuesta por
polimeros de 450 000 daltons, y tiene una afinidad por el
oxigeno menor que el resto de las protefnas respiratorias
de los invertebrados.

La CLOROCRUORINA es un pnigmento respiratorio polimé-
rico. Su grupo prostético difiere del hemo debido a que a
la porfirina est4 unido un grupo formil (Tabla 1 y Fig.1).
Esta proteina posee baja afinidad por el oxigeno, sin em-
bargo su alta concentracién en la sangre de los gusanos -
ayuda a mantener el transporte efectivo de oxigeno.

La ERITROCRUORINA es una proteina aue contiene el --
grupo hemo que canta el oxigeno de las superficies respi-
ratorias y lo transporta hasta los tejidos para ser utili
zado en el metabolismo. La eritrocruorina se caracteriza-
por ser una proteina polimérica por lo que su nfimero de -
subunidades y por ende su tamafio, varia caprichosamente -
en todos los grupos taxondmicos.

En contraste con la variabilidad en el grupo prosté-
tico y en el tamafio molecular de las proteinas transporta
doras de oxigeno de los invertebrados, todos los vertebra
dos poseen hemoglobina en la que el grupo hemo (ferropro-
toporfirina IX) esti unido a cada subunidad globinica. -
Las hemoglobinas de los vertebrados son hererotetrameros-
altamente cooperativos de 64 000 daltons localizados den-
tro de células rojas circulantes, las cuales cn los verte

brados varian de tamafio vy forma. Sélo los eritrocitos de-
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los mamiferos carecen de ncleo. La funcién de la hemoglo
bina en los eritrocitos esti determinada no solo por las-
propiedades intrinsecas de la hemoglobina per se sino por
su interaccién con cofactores intracelulares. La afinidad
por el oxfgeno de la hemoglobina de muchos vertebrados es
altamente dependiente de un pH determinado, el cual es -
proporcionado por el efecto Bohr, este fenfmeno es fisio-
1l6gicamente importante en el intercambio de CO2 a0,. La
funcién intracelular de la hemoglobina es mediada por fos
fatos orginicos. En eritrocitos de Elasmobranquios, tele-
osteos, peces y reptiles, el Adenosin Trifosfato (ATP) es
el fosfato orgénico mis importante. E1 ATP y el 2,3-Difos
foglicerato (2,3-DPG) regula la funcién de la hemoglobina
en anfibios y el principal efector en eritrocitos de aves
es el inositol pentafosfato (IPP). E1 2,3-DPG es el regu-
lador en los eritrocitos de mamiferos.

En resumen, todas las hemoglobinas de vertebrados, -
excepto los ciclostomos, son tetraméros intracelulares -
del tipo%’. . . Poseen subunidades con alta cooperatividad
y son regulados a la vez por protones (efecto Bohr) y fos
fatos orgénicos intracelulares. A pesar de estas constan-
tes existe entre la hemoglobina de los vertebrados una di
versidad fascinante en estructura, funcibén y adaptacibén -

(1, 2).
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II.2. HEMOGLOBINAS HUMANAS.

A. ESTRUCTURA Y FUNCION.
La hemoglobina humana es una proteina tetramérica -

formada por dos cadenas € y dos cadenas g - La estructura

primaria demuestra que las cadenas o contienen 141 amino-

icidos y las cadenas g las cuales son ligeramente més lar
gas, contienen 146 amino4cidos. La estructura secundaria-
se refiere a la relacién espacial entre residuos de amino
idcidos de la cadena (1). Las cadenas polipeptidicas pue-
den ser estabilizadas por dos tipos de conformacién: la -
helicoidal y el plegamiento (2). Las subunidades de 1la-
hemoglobina son un buen ejemplo de configuracibén helicoi-

dal predominando la hélice & . La estructura de la hélice

& fué establecida por Pauling y Corey (1). La hélice -

es establecida por puentes de hidr6geno entre los grupos-
carboxilo de cada residuo de aminoicido y el grupo amino-
de los cuatro residuos siguientes. En estado nativo el -
75% de la molécula de hemoglobina es hélice X . En si--
tios especificos de las subunidades, la hélice & se inte-
rrumpe en segmentos que carecen de configuracibén helicoi-
dal. En estos sitios la cadena forma 4ngulos. Cada segmeﬁ
to se designa con una letra de la A a la H. En algunos -
segmentos de la cadena la interrupcibén de la hélice & se-
debe a la presencia de Prolina.

La estructura terciaria se refiere a la interaccién-

entre los residuos de aminoicidos de las subunidades, -



mientras que la estructura cuaternaria determina el empa-
quetamiento de las subunidades. Los cambios en la estruc-
tura cuaternaria durante la oxigenacién, se explicdn por-
las diferencias fisicas y quimicas que existen entre la -
Oxihemoglobina (OHb) y la Deoxihemoglobina (DHb). Estos -
cambios estructurales involucran movimientos en las sub--
unidades.

Las subunidades de la hemoglobina interaccionan unas

con otras mediante enlaces no covalentes, fuerzas de Van-

Der Waals y puentes de hidrégeno. Las subunidades son de- -

signadas o, B, Y dapy 12 interaccibén entre ellas puede -
ser &3 y &,B,. Tomando en cuenta la simetria, la interac
cibn o3, es estructuralmente idéntica %3, ¥ la interac---
cién Xp, es idéntica a o, g3, .

Las interacciones & y o3, son idénticas en OHb y -
DHb, éstas se realizan mediante 40 contactos entre resi--
duos de amino4cidos, incluyendo 9 puentes de hidr6geno. -
En contraste, los movimientos de la interaccidn &3, duran
te la oxigenacibn son completamente diferentes en OHb y -
DHb. En DHb ocurren 40 contactos incluyendo 19 puentes de
hidrégeno y cuando la hemoglobina se encuentra oxigenada-
existen 22 contactos incluyendo 12 puentes de hidrégeno.

Los fosfatos organicos estabilizan la conformacibn -
de 1la DHb. En el humano el 2,3-DPG se encuentra unido al-
grupo amino del aminoicido 82 (Lis) de la subunidad g, 1la

unién provoca pequefios cambios en la estructura terciaria
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~de la subunidad.

Cuando los cuatro grupos hemo son sucesivamente oxi-
genados, los puentes intra e intercatenarios son rotos y-
el 2,3-DPG, los iones cloruros y los protones son expulsa
dos. Asi, los cambios en la estructura terciaria y cuater
naria durante la oxigenacién proporciona las bases para -
la cooperatividad de las subunidades.

El hemo est4 insertado entre las hélices E y F, el -
hierro est4 unido covalentemente al nitrégeno imidazoli-
co de la histidina proximal F8. El1 hemo se encuentra asi-
métricamente orientado a un sitio no polar con interior -
hidrofébico por supuesto, y otro sitio de la porfirina se
encuentra orientado hacia la superficie hidrofilica de 1la
subunidad. E1 grupo hemo es estabilizado por numerosos -
contactos interatémicos.

La presién parcial del oxigeno y el pH son los dos -
factores mis importantes que regulan la funcién de la he-
moglobina en el transporte de oxigeno. En los pulmones, -
donde la presién parcial de oxigeno (aproximadamente 100-
mm Hg) y el pH son relativamente altos, la hemoglobina -
tiende a estar saturada al miximo con el oxigeno, alrede-
dor del 96%. En cambio, en el interior de los tejidos pe-
riféricos, donde la tensién de oxigeno es baja (alrededor
de 45 mm Hg) y el pl es menor la hemoglobina se une al -
oxigeno hasta una saturacién de un 65% aproximadamente. -

Asi es que la hemoglobina, en su funcibén de transportado-
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ra del ox{geno, obedece a un ciclo entre el 65 y 96% de -
saturacién (1,5).

La representacién gréfica del porcentaje de satura--
cién de la hemoglobina frente a la presidém parcial de oxi
geno es sigmoidal, lo que significa que ésta posee una --
afinidad relativamente baja para captar a la primera o se
gunda molécula de oxigeno, pero una vez que éstas se han-
incorporado la unién de las siguientes moléculas de oxige
no resulta muy aumentada. Inversamente, la pérdida de una
molécula de oxigeno de la hemoglobina completamente oxige
nada, provoca que el resto se disocie mas fAicilmente cuan
do desciende la presidén de oxigeno (1,5). La curva sigmqi
dal de unién del oxigeno ha sido sujeto de intensa inves-
tigacién, puesto que evidentemente refleja una adaptacién
biolbgica de la molécula de hemoglobina, que le permite -
funcionar con un miximo de eficiencia molecular,

Bohr, Hasselbalch y Krogh descubrieron que la afini-
dad por el oxigeno se reducia cuando se elevaban los nivé

les de CO sin embargo estudios posteriores demostraron-

2!
que este efecto se debia a una reduccién del pH. As{ cuan
do la hemoglobina se oxigena, queda ionizada y deja libre
un protén por cada molécula de oxigeno unida (OHb), la -~
unién de protones a la hemoglobina (DHb) representa el -
sistema amortiguador intracelular mis importante para maﬁ

tener el pH neutro. Este fenbémeno es directamente depen--

diente del efecto Bohr (1).
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B. TIPOS DE HEMOGLOBINAS HUMANAS.

En el humano existen cambios en los requerimientos -
de oxigeno durante las diferéntes etapas de desarrollo -
(embrionaria, fetal y adulta). Estos cambios fisiolégicos
son superados gracias a la variabilidad de 1las subunid#—-
des globinicas, que forman los diferentes tetréimeros.

En las células rojas del embrién humano predominan -
tres tipos de hemoglobina (Hb): Hb Gower I (%,€), Hb Go-
wer IT (o, € ) y Hb Portland (SLXL)' Las hemoglobinas em--
brionarias poseen alta afinidad por el oxigeno y son pro-
ducidas en el saco vitelino durante la tercera y octava -
semana de gestacidn.

La Hemoglobina Fetal (HbF) est4 formada por 2 cade--
nas & y 2 cadenas )y . Las cadenas P yY poseen alta analo
gia y sélo difieren en 39 aminoicidos, 22 de estos amino-
4cidos se localizan en la superficie externa de la cade--
na. Las sustituciones internas son altamente conservadas-
e involucran amino4icidos de polaridad similar. S6lo 4 sué
tituciones provocan cambios en la interaccidn oLY, que pré
bablemente incrementa la estabilidad de la HbF. En con---
traste, no ocurren sustituciones en la interaccién AXe -
importante en la cooperatividad de las subunidades.

La HbF de células de recién nacidos (RN) contienen -
75% de cadena t“que poseen Glicina en la posicién 136 y -
25% de BA con alanina en la misma posicién. La proporcién

Kﬁlxk es constante durante el desarrollo fetal., La HbF de
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las células rojas de adultos contienen 40% de (By 60% de-
XA. La transicién de 1la relacibn 59/6“ fetal a adulia, -
se lleva a cabo durante la etapa perinatal.

La interaccién del 2,3-DPG con la HbF disminuye pro-
bablemente por la sustitucién p143 His a Y143 Ser. E1 -
incremento a la resistencia a la desnaturalizacibn alcali
na puede ser explicado por diferencias estructurales en -
la interaccibén de las subunidadeso(y versus el dimero &p.-
En la subunidad p de la HbA existen dos residuos (112Cis-
y 130 Tir) que pueden ser ionizados y dehidratados por el
alcali, favoreciendo la desnaturalizacién de la HbA. En -
contraste, la subunidad gamma posee 112 Tre y 130 Trp, Te
siduos que no son alterados por el alcali y por supuesto-
contribuyen a la resistencia a la desnaturalizacién de 1la
HbF.

Existen 2 tipos de hemoglobina adulta denominadas -
HbA (2ap2 ) y HBA,
HbA se explic6 detalladamente en la seccibén anterior. La-
cadena @ de 1a HbA, es homéloga a la cadena g y solo di--
fieren en 10 amino4cidos de los 146. La HbA2 posee afini-
dad por el oxfgeno con cooperatividad, efecto Bohr y res-
puesta al 2,3-DPG similar a la HbA. La HbA2 es més resis-
tente a la desnaturalizacién térmica que la HbA, esto se-

explica por un contacto adicional en la interaccién R

(116 Arg °°° 114 Pro) (1,6).

(#3%:). La estructura y funcibén de la-
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C. GENES GLOBINICOS.

C.1 LOCALIZACION Y ORGANIZACION CROMOSOMICA.

Los 8 genes globinicos y los 4 pseudogenes que exis-
ten en el humano, se encuentran distribuidos en dos gru--
pos de genes, el grupo de genes X y el grupo de genes B
(1,6,7).

El significado de la organizacién de los genes globi
nicos en relacibén al control de la activacién-inactiva---
cién de la expresibén génica durante el desarrollo embrio-
nario, fetal y adulto es desconocido. En cuanto a la dis-
tancia intergénica, un patrén general puede observarse en
la organizacién del grupo de genes globinicos. En el gru-
po de genes g los genes p y $ se encuentran separados por
aproximadamente 5000 a 6000 nucleotidos (5 6 6 kilobases-
o Kb) al igual que los genes ¥ , sin embargo distancias -
de 15 a 18 Kb separan al par de genes pé del par de genes

K&K' y la misma distancia separa al gen & del par de ge-

nes xixh . En el grupo de genes & , aproximadamente 4 Kb -

separan los dos genes funcionales dl Yy qz y més de 20 Kb-
de ADN separan el gen globinico ¥ del par genes X, (1)
El grupo de genes & se encuentra localizado en el --
brazo corto del cromosoma 16 en la regibn p13.3 (Fig. 2)
(1,6,7,8). Este grupo de genes cuyo tamafio es aproximadé
mente de 40 Kb (Fig. 3) incluye el gen duplicado (Oy --
&, ) el gen embrionario 3 » 3 pseudogenes (y 5, s YO Y Y& )

y un gen cuya funcién no ha sido determinada (& ), --
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agrupados en el orden siguiente: 5' - &2 p% - POy pory- Oy -
of, - 6 - 3' (1,6,8). Recientemente fué identificado el -
pseudogen Ro localizado entre los genes Sy 8 . Ademis se
encontrd una copia del gen & denominado §8; en el cromovso~
ma 22 (7,8). En este grupo se han detectado 5 secuencias-
repetitivas ricas en Guanina y Citosina identificadas co-

mo regiones hipervariables (RHVs) localizadas en el extre

19

mo 3' del gen 8, (RHV 3'), entre el gen §eyp5, (RHV inter-

zeta) en los intrones del gen 5 {(REVs de intrones % no --
mostrados en la figura) y a 70 Kb rio arriba del gen --

(RHV 5') (7,8).
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E1l anflisis de los grupos de genes globinicos mues--

tra secuencias repetitivas cortas de ADN con orientacién-
variable, clasificados como Familias Kpn y Alu, las cua--
les se encuentran también en otros sitios del genoma humé
no. En el grupo de genes & se encuentran localizadas 11 -

familias Alu (1,6,8).
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hipervariables (5'RHV, interzeta RHV y 3{RHV), los pseudogenes, la familia-
Alu y un P’b localizado en el cromosoma 22,
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E1l grupo de genes B se encuentra localizado en el --
brazo corto del cromosoma 11 en la regién pl5.5 al igual-
que los genes que codifican para la catalasa (CAT), la -
Tirosina Hidroxilasa (TH), la Calcitonina (CAL), la Hormo
na Paratiroidea (HPT), el oncogen C-Ha-ras y el de la In-

sulina (INS) (Fig. 4) (1,9).

e
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El grupo de genes p incluye los genes &, x‘, ‘6’, S
y By el pseudogen gg localizado entre los genes K*y 5 -
(Fig. 5) (1,6,7). En este grupo se encuentran tambiém ---
‘tres familias Alu (1,6). En contraste con las secuencias-
cortas de la familia Alu, en el grupo de genes globinicos

p se localizan dos regiones de secuencias repetitivas -

largas que forman parte de la familia Kpn (1,6). La fun--

cibn que desempefian estas secuencias al igual que las se-

cuencias de la familia Alu es desconocida.
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C.2 ONTOGENIA.

Los diferentes tipos de hemoglobina en el humano han
surgido por un proceso adaptativo, el cual se asocia a --
las diferentes necesidades de oxigeno durante las etapas-
del desarrollo.

La expresibn de los genes globinicos sigue un patrén
determinado (fig. 6). Los genes globinicos que codifican-
para las cadenas g y & se expresan exclusivamente en las-
primeras semanas de gestacibén. Los genes & son completa--
mente activos al final de la etapa embrionaria para conti
nuar asi durante la etapa adulta. Los genes p inician su-
activacidén en muy pequefia proporcién en la etapa embridné
ria y son completamente activos alrededor de los 12 meses
de vida. Los genes Y tiemen su mixima expresién en la eta
pa fetal predominando K‘ sobre XA y disminuyen su activi-
dad en la etapa perinatal conforme aumenta la de los ge--
nes p para quedar en su minima expresién alrededor de 1los
12 meses de vida, teniendo como caracterfstica que la ac-
tividad de 6' es ahora mayor que 1? . Los genes globfini--
cos ) se activan poco antes del nacimiento y permanecen -
as{ durante la etapa adulta (1,6,10),

Durante el desarrollo humano existen dos periodos de
activacibén-inactivacibén de genes globinicos (1,2,11). El-
primero ocurre durante la gestacidén con el cambio de hemo
globina embrionaria a hemoglobina fetal y el segundo du--

rante la etapa perinatal cuando la hemoglobina fetal es -
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reemplazada por hemoglobina adulta. Estos fenbmenos que -
ocurren durante el desarrollo son dependientes de la ex--
presién del grupo de genes p durante la ontogenia y se --
acompafian de cambios en los sitios de eritropoyesis (1,6,
10,11). Finalmente, la activacién-inactivacién de 1la hemo
globina constituye un excelente modelo para el estudio -
del control de las actividades génicas durante el desarro

1lo humano y la diferenciacién celular.

ACTIVACION-INACTIVACION DE HEMOGLOBINA EMBRIONARIA A FE--

TAL.

El embrién humano produce hemoglobinas embrionarias- -

Gower I (5, €, ), Gower II (*:&;) y Portland (5,.)’{). Coﬁ
forme avanza el desarrollo, la produccién de globinas em-
brionarias baja hasta que no es detectable en el segundo-
trimestre de vida, esto se debe al reemplazo de cadenas -
por A y € por X (1,6,10,11).

El estudio de las bases celulares de la activacibn--
inactivacién de la expresibén génica embrionaria a la adui
ta se ha realizado en algunas especies de vertebrados, --
antes que en el humano. Por experimento realizado en ratg
nes, pollos y anfibios, se 1llegb a la conclusién de que -
la activacién-inactivacibn génicé ocurre de acuerdo a un-
lineaje celular (Ingram, 1972). Seglin este modelo, la 14-
nea celular primitiva se encuentra programnada s6lo para -

la expresién de genes globinicos embrionarios y la linea-



definitiva sélo expresa genes adultos (1,6,11). En el hu-
mano, este fenbmeno se ha investigado en cultivos eritroi
des y los resultados obtenidos son incompatibles con el -
modelo del lineaje, ya que éste sélo puede ser explicado-

si se asume la existencia de una linea intermedia progra-

mada para la cooexpresidn de genes embrionarios y adultos.

En este caso, debe existir un mecanismo tiempo dependien-
te que determine la inactivacién de los genes embrionarios
conforme avanza el desarrollo. Otra alternativa, sugiere-
que los cambios tiempo dependientes de los programas ocu-
rren en lineas celulares bajo condiciones de activacién -
inactivacién génica (11).

Asf{, aGn cuando el cambio de hemoglobinas embriona--
rias a hemoglobina fetal no coincide con la transicién de
la eritropoyesis del saco vitelino al higado y médula --
ésea (6,10), en general podemos asumir que la activacién-
jnactivacién de hemoglobina embrionaria a fetal ocurre en
un tiempo especifico durante la gestacibén y se relaciona-

hasta cierto punto con la eritropoyesis.

ACT IVACION-INACTIVACION DE HEMOGLOBINA FETAL A ADULTA.

E1 mecanismo de activacién-inactivacién de hemoglobi
na fetal a hemoglobina adulta en la célula eritroide du--
rante la etava perinatal, ha sido sujeto a numerosos estu
dios y especulaciones. E1 gran interés de este mecanismo-

de activacién-inactivacién génica radica en que constitu-
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ye un excelente modelo para el estudio de la activacién,-
reactivacién, inactivacién y regulacién génica.

Mediante estudios en la sintesis de HbF ‘en colonias-
eritroides derivadas de sangre de recién nacido se ha pro
puesto un cambio en la poblacién progenitora durante el -
periodo perinatal. Por el anilisis de las cadenas globini
cas en las colonias individuales fué posible identificar-
dos poblaciones diferentes, una en la que existe correla-
cibn negativa en la sintesis de cadenas ¥ ¥ P (colonias -
fetales) y otra colonia aniloga sin correlacibn entre las
cadenas (colonias adultas). En resumen, este modelo clo--
nal para la activacién-inactivacién de hemoglobina se de-
be a un reemplazo gradual de los progenitores fetales du-
rante la ontogenia por progenitores adultos (1, 12).

Se ha considerado también la posible influencia de -
factores humorales u hormonales en la regulacibn de la ac
tivacién-inactivacién de la hemoglobina, esta idea se coﬁ
cibié a rafz de la observacién del aumento en la sintesis
de HbF en mujeres embarazadas poco después de alcanzado -
el pico en la secrecién de gonadotropina coribénica (HGC)-
y la elevacibn de la HbF en pacientes con tumores que pré
ducen HGC o con tirotoxicosis. Sin embargo, la elevacién-
de HbF se debe al incremento en la produccién y/o acumula
cién de células F, debido quizis al estres eritropoyéti--
co. E1 aumento en la nroduccibén de células F durante la -

fase de estres eritropoyético es mediada probablemente -
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por el incremento en los niveles de eritropoyetina pero -
esto no significa que en la etapa perinatal la activacién
-inactivacién de HbF a HbA sea inducida por cambios en el
tipo o cantidad de eritropoyetina producida (1).

Otra posibilidad para explicar la activacién-inacti-
vacibén de HbF a HbA se basa en la estructura de la croma-
tina y en la metilacién del ADN (1,13).

Finalmente, se ha propuesto la existencia de un re--
loj biolégico que regula la activacién-inactivacién de -
HbF a HbA (14).

De acuerdo con la informacién precedente, los facto-
res responsables de la activacién-inactivacién de los ge-
nes globinicos fetales a adultos durante la etapa perina-

tal continfia siendo un misterio.
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C.3 ESTRUCTURA INTERNA.

Las regiones codificadoras (exones) de los genes glo
binicos humanos son interrumpidas en dos posiciones por -
regiones de ADN No codificadoras llamadas secuencias in--

terventoras o intrones. En el grupo de genes @ los intro-

nes interrumpen la secuencia codificadora entre los codo-

nes 30 y 31, lo mismo que entre los codones 104 y 105. En
la familia de genes &4, las secuencias interventoras inte
rrumpen las secuencias codificadoras entre los codones 31

y 32 y entre los codones 99 y 100. Como muestra la Fig. 7

el primer intrén del gen & (I4) es tan corto como el se--

gundo intrén (I-2), no asi el segundo intrén del gen p --

que es més largo que el intrén del gen & (1,2,15). En los

extremos 5' del primer exon y 3' del tercer exén, se en--

cuentran regiones de ADN no codificadoras denominadas --

flanqueadoras (1,2,15).

33



1 30 3 104 105 146

0 05 10 1.5

Figura 7.- Estructura interna de los ‘genes globlnlcos oy @ . La seccibn
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La longitud del I-1 es muy similar en todos los ge--
nes globinicos 117-130 pares de bases (pb) excepto en los
genes % y pSen los que la longitud es de 886-1264 pb. la
secuencia nucleotidica del I-1 es muy conservada en el -
grupo de genes p , no asi en los genes & y g cuyas secueﬁ
cias son pobremente hombélogas. La longitud de los I-2 del
grupo de genes globinicos p son muy similares (850-889 -
pb) a diferencia de la secuencia nucleotidica la cual es-
muy divergente, por lo que la homologia es pequefia a ex--
cepcibén de los genes Xoy E{ cuya secuencia intrbnica es-
altamente hombloga. En cuanto al grupo de genes A las se-
cuencias de los intrones son homélogas en los genes Ay -
Yo pero existe poca homologia entre la secuencia de los -
intrones de estos genes y la de los genes 5)'V5(1,15).

Los intrones son transcritos en el ARN mensajero --
(ARNm) o heterogeneonuclear para ser mis tarde eliminados
por autoempalme durante el proceso de maduracibn del --
ARNm; para que se lleve a cabo el autoempalme se requiere
la presencia de secuencias consenso especificas entre los
exones y los intrones localizadas en los extremos 3' y §'
de los intrones denominadas 5' 6 donador (GT) y 3' 6 acep
tor (AG).(1,15).

La regifn promotora contiene 3 secuencias consenso -
necesarias para la expresién de los genes globinicos (1,6
15). La primera, es la caja ATA localizada a -30 pb del -

sitio cap, esta regibn influye en los niveles de trans---
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cripcibn. La segunda secuencia consenso es la caja CCAAT-
que se encuentra a -70-80 pb del sitio cap (en los genes-
9 1a secuencia es CCAAC y en los genes Y se encuentra du-

plicada) mutaciones en esta caja reducen los niveles de -

transcripcién. Aproximadamente de -80-100 pb del sitio -

cap se encuentra la tercera secuencia conservadora rica -

en GC y cuya estructura es GGGGEG 6 CéCCCC la cual puede-

estar invertida o duplicada (1,6,15).
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C.4 EXPRESION Y REGULACION.

La informacién genética que codifica para la estruc-
tura de las proteinas se encuentra en la secuencia nucleo
tidica del ADN de los genes, localizados a su vez en cro-
mosomas en el nficleo celular. Cada triplete de bases o co
dén codifica para un aminoAcido. Un aminodcido puede ser-
codificado por diferentes codones, pero cada triplete es-
especifico para solo un aminoicido y un ARN de transfe--
rencia (ARNt). La sintesis de proteinas sblo puede ocu---
rrir mediante la formacién de una cadena de ARNm el cual-
es imagen en espejo de la secuencia nucleotidica del ADN-
y es formado por la ARN-polimerasa en un proceso llamado-
transcripcién. E1 transcrito inicial de ARNm es rapidamen
te procesado después de su sintesis. Los primeros eventos
-encapuchamiento en 5' y poliadenilacién en 3'- estabili-
zan el transcrito y lo previenen contra posible ataque de
la exonucleasas. El encapuchamiento incluye la formacién-
de un enlace 5'ppp5', usualmente en A usando una molécula
de GTP. La poliadenilacién involucra como su nombre lo in
dica, la adicibn de residuos de A (~50) en el extremo 3'-
y la escisién del precursor inicial de 10-20 pb rfo abajo
de la sefial AATAAA (1,15). Subsecuentemente los intrones-
son removidos durante el proceso de autoempalme y produ--
cen el ARNm maduro, éste es transportado del nficleo al ci
toplasma donde la traduccién ribosomal del ARNm tiene lu-

gar (Fig. 8) (1,6,15).
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En realidad se conoce poco acerca de los mecanismos-

responsables de la regulacibén génica globinica y de su pé

e

trén de expresibn durante la ontogenia. Las investigacio-

nes hasta el momento demuestran que la metilacibén y 1la es
t%tructura cromatinica influyen en la expresién de los ge--
o nes globinicos.
2_ El estado de METILACION de un gen es una influencia-
ffimportante para la expresién génica, en general los genes
iiiactivos se encuentran hipometilados y los genes inactivos
;hipermetilados. La metilacién ocurre en los residuos C y-
ien los dinucleotidos CG, al grado que las tres cuartas --
.jfartes de todas las secuencias CG humanas se encuentran -
jgimetiladas. En tejidos no eritroides humanos y de otros -

{“animales los genes globinicos se encuentran hivermetila--

dos, mientras que en tejidos eritroides los genes globini

cos poseen una relativa hipometilacién. Por ejemplo, en -

.la regibn flanqueadora 5' de los genes globinicos Y » los
.'sitios CG de la regién CCAAT-ATA son hipomentilados en cé

:clulas eritroides fetales derivadas del higado y metilados

en células adultas de médula osea, donde la expresidn de-
wiilos genes ¥ es minima. Experimentos in vitro indican que-
'ﬁtel estado de metilacidén de la regién flanqueadora S5' de -
_._los genes ¥ puede efectivamente prevenir su exnresién. La
Vlhipometilacién de la regién flanqueadora 5' parece ser un
 LirequiSit0 necesario para la expresién de los genes globi-

‘nicos, as{ como una sefial primaria para la activacién gé-
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nica (1,6,15).

Los genes en las células de mam{feros no se presen--

", tan como simples cadenas de ADN, sino en complejos unidos

con histonas y otras proteinas en la CROMATINA. Una de -
‘las consecuencias de este arreglo es la limitacibén de la-
actividad transcripcional, en las células eritroides por-
ejemplo, s6lo un pequefio porcentaje del total de la se---
cuencia del ADN que corresponde a los genes globinicos se
_expresa. Estos sitios presentan alteraciones en la estruc
tura de la cromatina y muestran incremento en la sensibi-
lidad de digestidén por nucleasas como la DNAasa I. Asi, -
la actividad de los genes globinicos se asocian con cam--
bios en la configuracién de la cromatina que precede a la
expresién génica. Finalmente, la metilacién y los cambios
Vde cromatina son situaciones paralelas que ocurren en res
puesta a otras influencias necesarias en la iniciacién de

la expresibén (1,6,15).
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~IT.3 HEMOGLOBINA FETAL.

A, ASPECTOS GENERALES.
[’
La HbF formada por dos cadenas a y dos ¥ ( HK¥a
A
0%‘(1 ) se produce predominantemente en un tipo de eri--

trocitos denominados Células F (1). La HbF de las células

individuales puede ser cuantificada mediante el uso de an

ticuerpos monoespecificos anti-HbF. El porcentaje de HbEF-
en hemolizado puede determinarse mediante métodos cromaté
graficos, electroforéticos e inmunolégicos, asi como por-
el método clésico por desnaturalizacién alcalina. En gene
ral, el método inmunolbgico se recomienda en casos que -
contienen menos del 2% de HbF, la desnaturalizacién alca-
lina en casos que poseen del 2-40% de HbF y la cromatogré
fia se recomienda en ejemplos que exceden del 40% de HbF-
(1).

Las células rojas de los recién nacidos contienen -
80%10% de HbF la cual es reemplazada lenta y gradualmente
por HbA (1,6,10-13). Una vez completo el cambio de HbF a
HbA el porcentaje de HbF es del 1% y la cantidad de cade-
nas KG constituyen el 40% del total de cadenas (1).

La HbF de las células rojas de los RN poseen una re-
lacién de cadenas XG/XA de 3:1 y la HbF de las células F-
de adultos es de 2:3 (1). La transicién de la relacibn de
cadenas XU/K“ ocurre durante la etapa perinatal (1,6,10--
13).

Los genes que codifican para las cadenas globinicas-
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Xb y fk se encuentran ubicados muy cerca entre si en el -
grupo de genes p localizado en el brazo corto del cromoso
ma 11 (1,6,9). Hill et al en 1986, identificaron rearre--
. glos de los genes especificamente variaciones en el nﬁ-
mero de genes. Asi, mientras que el genotipo normal eSKC‘ﬁA
en algunos individuos se han encontrado los genes tripli-
cados (K%G§R ) o cuadruplicados (‘EEKDKOK“) o s6lo un -
gen (") (7).
La declinacién de HbF se retarda en nifios prematuros
y en nifios de madres diabéticas (1,14 ) en contraste con-
nifios con Sindrome de Down que tienen sintesis precoz de-

HbA y por tanto, una ripida declinacién de la cantidad de

HbF (1).

B. ELEVACION DE HEMOGLOBINA FETAL.

La HbF es répidamente reemplazada por HbA después -
del nacimiento, sin embargo pequefias cantidades de HbF se
continfian sintetizando durante la etapa adulta (1,6,10-13)
La produccién de HbF se eleva en varias enfermedades hemé
topoyéticas y en hemoglobinopatias, asi como en condicio-
nes neoplésicas (1,16-20). Las razones por las que conti-
ntta 1la produccién de HbF durante la vida adulta y los me-
canismos de control son afin desconocidos. Recientemente -
se ha propuesto que la expresidén de los genes globinicos-
fetales en adultos es controlada por 1los niveles de proge

nitores eritroides (12).



B.1 ESTADOS NO NEOPLASICOS.

El porcentaje de HbF se incrementa modesta pero sig-
nificativamente durante el embarazo. Esta elevacifn se de
be al incremento en la produccién de células F maternas -
0. o

El incremento en la sintesis de HbF ha sido bien ca-
racterizado en diferentes hemoglobinopatias como: anemias
de células falciformes (1,6,16,17,19,20,21), Persistencia
Hereditaria de HbF (PHHF) (1,6,16,19), Talasemias p°y 2P-
(1,6,16,17,19,20,21), asi como en individuos con anemias-
hemoliticas congénitas (1).

Individuos con anemia de células falciformes presen-
tan valores altos de HbF (1,6,16,17,19,20,21). Este incre
mento de HbF facilita el estudio de variaciones genéticas
de los valores de quue en la mayoria de los individuos -
corresponde al 40%; sin embargo, algunos individuos con -
esta hemoglobinopatia presentan valores del 60 al 70% --
(16). La posibilidad de expresar los genes globinicos fe-
tales en células eritroides adultas puede considerarse co
mo terapia génica para anemia drepanocitica (16).

Ciertas condiciones talasémicas estan asociadas con-
amplificacién en la sintesis de los genes globinicos X pé
sultando un incremento en la produccidén de HbF. Los nive-
les de HbF en talasemia @ son muy variables, desde porcen
tajes normales (¢1%) hasta cerca del 100% en individuos -

homocigotos para talasemia Ff)rSP(l,6,l6,17,19,20).
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Se han identificado mutaciones puntuales en indivi--
duos con PHHF, relacionados con el incremento en la pro--
duccién de HbF, parece ser que estas mutaciones puntuales
en PHHF determinan la incapacidad de unién de las protei-
nas nucleares a la regién promotora de los genes ¥ » como

ocurre en genes normales ( 18 ).

B.2 ESTADOS NEOPLASICOS.

La produccién de HbF puede ser reactivada en un gran
nmero de enfermedades neoplésicas.

Algunos estudios sugieren que la elevacibén de la HbF
en tumores sbélidos, como carcinomas, se debe a la libera-
cibén de ciertas sustancias del tumor que inducen la pro--
duccibén de HbF en médula 6§ea, ya que estas enfermedades-
neoplésicas no involucran células eritropoyéticas ( 19 ),

Existen en las enfermedades neoplésicas que involu--
cran la hematopoyesis, elevacién de los niveles de HbF -
(19-23). De acuerdo con la literatura, los niveles de HbF
se incrementan en diversas formas de leucemias (1,20,23}-
y Linfomas (1,21,22).

La HbF se encuentra particularmente elevada de un 20
a 80% en Leucemia Meil6égena crdnica Juvenil (20-23) y en-
eritroleucemias (21-23) a diferencia de la LLA y leuce-~--
mias mielogenas crénicas adultas cuyos incrementos de HbF
no son tan elevados (20,22,23). La HbF particul;rmente en

LLA, se discutiri ampliamente en el capitulo siguiente.
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11.4 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA.

La Leucemia Linfobl4stica Aguda (LLA) se caracteriza
por la acumulacién excesiva de linfoblastos y sus progeni
tores, es una enfermedad heterogénea ya que las células -
malignas expresan diversos fenotipos y respuesta variable
a la quimioterapia, la LLA es ademis la enfermedad neoplé
- sica mis frecuente en nifios (24,25).

. La LLA puede ser clasificada ﬁor criterios morfolbgi
cos e inmunolégicos. De acuerdo con la French American -
British (FAB) el criterio morfoldgico reconoce tres subti
pos: L1, L2 y L3. E1 subtipo L1 se caracteriza por linfo-
blastos pequefios y uniformes, es el tipo mi&s comin en ni-
fios, mientras que en el subtipo L2 se observan linfoblas-
tos pleomérficos y es un subtipo comin en adultos. Las cé
lulas leucémicas del subtipo L3 recuerdan a las del Linfo

ma de Burkitt y es comQin tanto en nifics como en adultos -
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(24). Desde el punto de vista inmunolégico los linfoblas-

tos leucémicos expresan antigenos tipicos de las células-
T y B en diferentes estados de desarrollo (pre-B, By T).
Existe un antigeno comfin en LLA 1lamado CALLA, el cual se
encuentra en la mayoria de los casos de LLA tipo B y sbio
en una minoria de los casos de LLA tipo T (24).

El pronfstico de la enfermedad depende de la edad, -
sexo, subtipo de neqplasia y de los niveles iniciales de-
leucocitos (24,25). El anflisis de la edad como factor de

riesgo ha mostrado que los nifios de 2 a 10 afios tienen un



excelente prondstico a diferencia de los adultos en los -
que el incremento en la edad se asocia con remisibn baja-
6 perfodos de remisibén muy cortos. En cuanto al factor se

' x0, los hombres presentan peor pronbéstico que las muje---

res, lo cual puede estar asociado al riesgo de infiltra--

c¢ién testicular (24,25). El subtipo morfolbgico es tam---

bién importante, los nifios con LLA-L1 cursan con mejor -
prondstico, aunque esta distincién no es significativa en

adultos (24).

Las anormalidades citogenéticas mis comunes en LLA -

son las tramnslocaciones; en LLA tipo B: t(1;19), t(4;11)-
y t(9;22) y en LLA tipo T, las translocaciones mis fre---
cuentes ocurren cerca del gen & que codifica para un re--

ceptor de la célula T en el cromosoma 14 (24).
p

A. ONCOGENES EN LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA.

Los efectos de los rearreglos cromosbmicos estén in-
timamente ligados a rearreglos y alteracibén en la regula-
cibén de oncogenes celulares. Estos genes, identificados -
primero en retrovirus (24,26-30), juegan un papel impor--
tante en el crecimiento de la célula normal (protooncoge-
nes) (24,26-30,40), asi como en la regulacibén de la proli
feracibén y diferenciacién celular (22-28-30). La expre---
sién anormal de estos genes se refleja en el crecimiento-

iregular y por ende, en la transformacién maligna. Los me

46

canismos de activacién de oncogenes son diversos e inclu-



yen transduccién viral, mutaciones puntuales, mutagenesis
insercional y otros mecanismos genéticos (24-32). Algunos
productos de oncogenes pucden funcionar como factores de-
crecimiento celular o pueden regular la replicacibn del -
ADN y la divisidn celular (24,26-33).

Los oncogenes celulares desempefian un papel muy im--
portante en el establecimiento, maduracién y progresién -
del crecimiento neoplisico (32), la expresidén de algunos-
de ellos se ha observado en LLA y se atribuye a mecanis--
mos que incluyen mutaciones puntuales, traslocacién y am-
plificacibén (25,31,32,38).

La expresién de c-myc y c-myb ocurre con cierto pa--
trbén de acuerdo al subtipo de neoplasia (31,40), mientras
que la expresidn de los oncogenes c-abl y c-fes es muy ba
ja (31). Los protooncogenes c-erb, c-src y c-sis, que co-
difican para proteinas no relacionadas con la diferencia-
’ci6n hematopoyética no se expresan en células leucémicas-
(31,32). Los niveles en la expresidén de los oncogenes c-
Ha-ras, c-Kis-ras y N-ras en LLA fué similar a los detec-
tados en células normales humanas (31,32,39).

Mutaciones del oncogen N-ras debido a sustitucidn de
aminoicidos en los codones 12,13 & 61 ocurren en el 10% -
de los casos de LLA en los que se observa activacibn de -
este oncogen {(34). las mutaciones pueden ocurrir en cier-
tos momentos de la transformacién neoplésica (24,33,37) .-

Es probable que el desarrollo de leucemias involucre la -
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activacién de mis de un protooncogen y que el N-ras pueda
ser uno de ellos, 1o que afin no es claro, es el sighifiqg
do de las sustituciones de los aminofcidos {36,40).

La informacibén precedente provee bases firmes para -
el andlisis de oncogenes celulares en células leucémicas,
ya que pueden reflejar actividad en 1la proliferacién (c--
myc, c-myb y c-ras) diferenciacibén (c-fos y c-ras) 6 en -
la expresibn de receptores de factores de crecimiento (c-

abl y ‘¢c-fes) (31,33).

B. HEMOGLOBINA FETAL Y RELACION DE CADENAS'(i/Kh EN LLA.

La literatura respecto a la evaluacién de la HbF en-
LLA es muy escasa. Becerra y Cols. (41) evaluaron la acti
vidad de los genes globinicos ¥ en pacientes adultos con-
neoplasia y reportaron incremento de la HbF (X 1.26%) en-
el grupo de leucemias; Montes y Cols. (42) estudiaron un-
grupo de nifios con LLA y reportaron elevacién de la HbF -
(X 2.61%). En 7 nifios cuyo incremento de HbF fué de 2.85-
al 13.70%, realizaron la determinacién de cadenas ‘KVK“ y
observaron heterogeneidad en la relacibn de cadenas (0.76
a 2.31 ,(V/K" ).

Durante la etapa final de esta tesis, se captd un re
sumen de Achille y Cols. (43) en el cual se describe el -
efecto de la quimioterapia en la sintesis de HbF y en la-

relacibén de cadenas KG/KR en 32 nifios con LLA. Las deter-

minaciones del porcentaje de HbF se realizaron al momento:
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del diagnéstico de la enfermedad (X1.5%0.59%), al final de
la terapia de induccibn({2.95%0.85%) y en remisién ({0.88%
0.34%). E1 andlisis de las cadenas Xi’&a al diagnbstico -
mostré porcentajes de’del 25 al 80%({46.46213.65). No -
observaron cambios significativos del porcentaje de Ibdu—

rante la terapia de mantenimiento y la etapa de remisibn.
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IIT. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA




s

El estudio de los mecanismos que favorecen la reacti
vacién de los genes ¥ en estados neoplésicos, ofrece pres
pectivas importantes respecto a los fendémenos biolégicos-
implicados en la activacién-inactivacién génica.

Estudios realizados demuestran que las leucemias in-
fantiles cursan con niveles méds elevados de HbF que las -
leucemias en adultos (41,42); ademis, de acuerdo con la -
literatura, tanto en Leucemia Mielégena Crdénica adulta y-
juvenil (20) como en LLA(43) existe heterogeneidad en la-
expresién de los genes X » lo que nos motivé a investigar
si la elevacibn de la HbF y la relacién de cadenas'xG/Kh-
depende de 1la edad del paciente o del subtipo de neopla--

sia.



IV. OBJETIVOS




Investigar si existen diferencias en los niveles de

EbF en nifios con LLA-L1 y LLA-L2.

Analizar el porcentaje de HbF en nifios con LLA-L1 y

LLA-L2 de acuerdo a la edad.

A
Conocer la relacibn de cadenas Ks/g de la HbF en ni--

fios con LLA-L1 y LLA-L2.

Analizar la relacibén de cadenas Kﬁ/KA de la HbF en ni-

fios con LLA-L1 y LLA-L2 segln la edad.

.~ Comparar 1las caracteristicas hematolbégicas por grupo-

y subgrupo de los nifios estudiados.
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V. HIPOTESTIS



El grado de elevacién de HbF y la relacién de cade--
a
nas fp/ﬁ en LLA es dependiente de la edad o del subtipo-

de neoplasia.



VI. MATERTIAL




La investigacién se 1levd a cabo en 60 nifios con LLA
(24 femeninos y 36 masculinos) de 1 a 17 afios de edad que
acuden a la consulta de hematologfa del Hospital de Pedia
trfa del CMO y en 25 nifios sanos (12 femeninos y 13 mascu
linos) de 2 a 18 afios de edad como grupo control.

Los nifios con LLA fueron distribuidos en dos grupos:
"LLA-L1 y LLA-L2 segln el subtipo de neoplasia obtenido de
‘acuerdo a la clasificacibn morfollgica, realizada por los
hemat6logos del Hospital de Pediatffs:Jesﬁs Carlos Agui--
lar Luna, Amparo Esparza y Beatr{iz Lépez Guido.

Con los grupos LLA-L1, LLA-12 y control.se formaron-
~ subgrupos por edades: a) de 0 - 5 afios; b) de 6 a 10 ---

. afos y c) de 11 a 18 afios, como se muestra en la siguien-

" te tabla:
crore |y | mp | e
Egggcfégggs) F M T F M T F M T
0 -5 2 9 11 0o 4 4 2 2 4
6 - 10 3 7 10| 10 5 15 5 6 11
11 - 18 4 4 8 5 7 12 5 5 10
Total: 9 20 29| 15 16 31 | 12 13 25




VII. METODOS

—




En los dos grupos de nifios estudiados LLA y Control,
se determiné el porcentaje de HbF por los métodos de Bet-
ke (44) y Singer (45) y HbAZ (46). Para descartar alguna
hemoglobinopatia se realizé elestroforesis de Hemoglobi--
nas a pH 8.4 (47). Ademis se realizb Biometria HemAhtica y
se determindé la relacibn de cadenas XG/K"en geles de po-
liacrilamida (48) a partir de eluatos de HbF obtenidos --
por el método de Singer, precipitados con 4cido sulfosali

cilico’'y lavados con agua destilada.

A). OBTENCION DE LA MUESTRA.
Se tomaron de 3-5 ml. de sangre por puncién venosa -

con anticoagulante EDTA al 10%.

B). BIOMETRIA HEMATICA.

La biometr{ia hemitica se realizé en contador electr§

nico Coulter modelo S del laboratorio del Hospital de Es-

pecialidades del CMO, que analiza los siguientes paréme--
tros: Glébulos Blancos (GB), Glébulos Rojos (GR), Hemoglo

bina (Hb), Hematocrito (Hto), Volumen Globular Medio (VGM)
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Concentracién Media de Hb (HCM) y Hemoglobina Corpuscular b

Media (CHMB).

C). PREPARACION DEL HEMOLIZADO.

Se lavaron los eritrocitos tres veces con solucién -
salina al 0.85%. A cada mililitro del paquete de eritroci
tos se agregd 1 ml. de agua y 0.4 ml. de tetracloruro dee
carbono, se agité vigorosamente y se centrifugé a 3,000 -

rpm durante 5 minutos, el sobrenadante se recuper§ sin --



tocar los estromas.

D). CUANTIFICACION DE HbF. METODO DE BETKE (44).

El método consiste en desnaturalizar la HbA y 1la --

HbA2 durante 2 minutos con un alcal{ deteniendo 1a reac-=>

cibn con una sal de amonio.
Agregar de 200-300 ml. de hemolizado a un tubo que -

contiene 10 1. de solucién de Drabkin pH 7.2 (200 mg. de

KsFe(CN)6, S0 mg. de KCN, 140 mg. de KH2P04 para 1000 ml.

de agué), mezclar, llevar a 20°C. y pipetear en tres tu--
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bos (dos problemas y un control) 3 ml.de la mezcla. Afia- .

dir a cada tubo problema 0.2 ml. (200 ml) de NaOH 1.28N -
que ha sido guardado en congelacién, mezclar bien y dejar

actuar durante dos minutos a 20°C. Agregar a los dos mi-

nutos exactos 2 ml. de solucibén saturada de sulfato de -- -

amonio a pH 7.0, mezclar vigorosamentc y dejar en reposo-
diez minutos. Adicionar al tubo control 0.2 ml. (200 sl)-

de agua destilada y 2 ml. de solucién saturada de sulfato

de amonio pH 7.0, mezclar bien y dejar en reposo diez mi-

nutos. Filtrar con papel filtro Schleicher § Schuell 5893;

diluir 1 ml. del filtrado control con 4 ml. de agua desti

lada. Determinar la densidad 6éptica a 540 nm. EI1 porcen-

taje se obtiene como sigue:

D.0. HbE
D0 Tb Control x 5 X 100

E). CUANTIFICACION DE HbF. METODO DE SINGER (45).

El método se fundamenta en la desnaturalizacién de -



la HbA y HbAz mediante un alcalf durante 1 minuto dete---

niendo 1la reaccién con una sal de amonio.

En dos tubos problema se colocan 1.6 ml. de NaOH § - -

KOH 0.0833 N y se llevan a 20°C. Se adiciona 0.1 ml. --_

(100 .«1) del hemolizado agitando continuamente durante 20

segundos y 40 segundos después agregar 3.4 ml. de solu---

cién saturada de sulfato de amonio al 50% (400 ml. de so-
lucibén saturada de sulfato de amonio + 400 ml. de agua --

destilada + 2 ml. de HC1 10 N) pH 3.6, agitar vigorosamen
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te y a los 30 minutos de reposo filtrar con papel filtro- )

Schleicher § Schuell 589°. Al tubo control se le agregan
5 ml. de agua destilada y 20 sl de hemolizado. Las mues-
tras se leen en espectrofotdémetro a 540 manémetros (nm) y

se calcula el porcentaje de HbF mediante la férmula:

_ D.0. HbF
$ HbF = —Tr.o—-——m‘l— x 0.203 x 100

F). CUANTIFICACION DE Hb A, (46).

La técnica consiste en separar por micromatografia -
de intercambio anibnico la HbA, de la Hb Total mediante -
un gradiente de pH.

La DEAE celulosa (DE-52) se lava 3 veces con una so-
luci6én amortiguadora pH 8.0 (7 ml. de TRIS 1 M + 25 ml. -
de XCN 4 mg/ml + 700-800 ml. de agua destilada, ajustar -
pH con HC1 3 N y aforar a 1000 ml. con agua destilada). -
La resina dilufda en este amortiguador 1:10 v/v se empaca

en pipetas Pasteur hasta una altura aproximada de 4 cm.,-



se pasan 5 ml. de amortiguador pH 8.0 para equilibrar 1la-

resina. En seguida se mezcla una gota dc hemolizado con 5.

gotas de solucién amortiguadora pH 8.0 y se coloca en la-

parte superior de la resina; una vez que la hemoglobina -

entra en la resina, se llena la parte superior con la so--

lucién TRIS/XCN pH 8.0. La Hb A se eluye con solucién E
amortiguadora pH 7.4 (preparada de igual forma que la an-
terior, ajustando a pH 7.4). La hemoglobina restante se-

eluye con solucién amortiguadora pH 7.0 (50 ml. de TRIS -

1M+ 25 ml. de XCN 4mg/ml + 700-800 ml. de agua destila-

da, ajustar pH 7.0 con HC1 3 N y se afora a 1000 ml. con-

agua destilada). Los eluatos de Hb A2 y de la Hb restante

se aforan a 5 ml. y 25 ml. respectivamente con agua o con

las soluciones amortiguadoras correspondientes.
Se mide la densidad éptica a 415 nm y se obtiene el-

porcentaje por la férmula:

) D.0. HbA, x 100
3 HbA, = D.0.HbA, + (57 (D.0.HbR)

HbR - Hb Restante

G). ELECTROFORESIS DE Hbs. EN ACETATO DE CELULOSA pH 8.4.

(47).

Las hemoglobinas normales tienen una carga neta que-
permite diferenciarlas perfectamente a pH 8.4, un cambio-
de un amino4cido en cualquiera de las cadenas que modifi-
que la carga neta de la molécula cambia el patrén electro

forético correspondiente.



Se prepara una solucién buffer con Tris-EDTA-Borato-
(10.2 gr.Tris + 0.60 gr.EDTA disbdica + 3.2 gr. Acido bd-
rico para 1000 ml. de agua destilada) a pH 8.4 en la cual
se sumerge una membrana de acetato de celulosa durante 15

minutos, se seca con papel absorbente y se coloca en el -
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soporte de la cémara (equipo microzona). Se aplica la --' -

muestra previamente hemolizada en posicién catédica, se -

realiza el corrimiento a 200-400 V por 30 minutos, el vol
taje o el tiempo pueden ser modificados segiin se requiera,
pero el amperaje debe ser entre 2-4 MA. Una vez concluf-
do el corrimiento, la membrana se sumerge en colorante --
Ponceau durante 5 minutos para revelar y se lava con aci-

do acético al 5% seglin el método de Schneider.

H). PRECIPITACION DE HbF.
La precipitacién de HbF se lleva a cabo a partir de-
25 ml. de eluato de HbF obtenido por el método de Singer-

y 0.15 mg. de 4cido Sulfosalicfilico. Una vez precipitada-

la proteina, se centrifuga a 3,500 rpm durante 5 minutos,

se elimina el sobrenadante el cual contiene las sales --
(Sulfato de Amonio e Hidréxido de Sodio) el botén de pro-
tefnas se lava con agua destilada y se centrifuga nueva--
mente a los mismos tiempo y velocidad hasta eliminar com-
pletamente las sales (de 3 a 4 veces). El botén de protef
na ya 1§vada se somete a tratamiento para la separacién -

de las cadenas globinicas en geles de poliacrilamida.

I). DETERMINACION DE CADENAS X[’/KA (48).



El Triton x 100 (detergente no iénico) secuestra la-
cadena que porta el amino4cido hidrofébico Alanina permi-
tiendo de esta manera su separacién de la cadena que con-
tiene el amino&cido hidrofilico Glicina.

Este método consta de 2 geles, un gel de condensa---
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cibn y otro de separacibn; gel de separacibén: 9.13 ml. de-

Urea 8 M son mezclados con 0.25 ml. de Triton x 100, una-.

vez disuelto, se agregan 2.5 ml. de acrilamida-bisacrila-
mida (3.5 gr/ 40 mg/ 7 ml. de agua destilada), se afiaden-
0.625 ml. de Acido acético glacial, mezclar., Posteriormen
te agregar 0.37 ml. de Persulfato de amonio (60 mgr/Z ml.
de agua destilada) y 75 wl de Temed (N-N-N'-N'-tetrameti-
lendiamino), mezclar y colocar en la placa y esperar a --
que gelifique. E1 gel de condensacién consta de: 3.51 ml.
de Urea 8 M y 0.10 ml. de Triton x 100, una vez disuelto,
se agregan 0.95 ml. de acrilamida-bisacrilamida, ensegui-
da agregar 0.25 ml. de 4cido acético glacial y después --

0.15 ml. de Persulfato de amonio y 50 1 de Temed, mez---

clar y colocar en la placa sobre el gel de separacién y-

esperar a que gelifique, dejar el gel a temperatura am---
biente en cémara h@meda para ser utilizado al dfa siguien
te. Se realizan 3 corrimientos electroforéticos hacia el-
cltodo: el primero se efectfia colocando en el punto de --
aplicacién de la muestra 4cido acético al 5% y se corre -
durante 25 minutos a 250 Volts, el segundo se realiza con

10/L1 de Cistamina 1 M (113.6 mg /ml. o 11.3 mg /100/u1)-



se corre a 150 Volts por 25 minutos y se remueve el bu---
ffer del énodo. Para el tercer corrimiento se aplican --
20 &1 de la muestra previamente precipitada y lavada, a -
la que se le afiaden 200 41 de buffer (0.5 ml. de Urea 8 M
- 50 41 de - Mercaptoetanol + 50 x1 de &cido acético + -
20 ul de Pironina Y) después de haber removido la Cistami
na y renovado el buffer del 4nodo, ei corrimiento se rea-
liza a 90 Volts durante 5 horas., Terminado el corrimiento
se tifie el gel con Azul de Commassie R al 0.5% en &cido -
acético al 7% y metanol al 30% durante 30 minutos, El gel
se destifie con una solucién de 4cido acético al 7% y meta
nol al 30% hasta decolorar. Las bandas se grafican en un-
Densitémetro Beckman modelo R-11Z a 600 nm.

El porcentaje de cadenas Ksyﬁh y la relacién de cade
nas se calcula a partir del éreayde cadenas Y en el densi

tograma del gel de poliacrilamida usando las siguientes -

férmulas:
2
;*&G (__A.I.EE__ETA_) x 100.
Area
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VIII. RESULTADOS




Se analizé un grupo similar de nifios con LLA-L1 y -

LLA-2 (29 y 31 respectivamente) obtenidos al azar, sin em

bargo es interesante seflalar que en el grupo de LLA-L1 se

observé una predominancia de nifios (20 masculinos y 9 fe-

meninos versus 16 masculinos y 15 femeninos para LLA-L2).

Como se observa en la Tabla III, los resultados de -
HbF fueron similares en ambos grupos por los dos métodos-
(X HbF B: 2.19% y 2.04% y X HbF S: 2.01% y 2.10% para --
LLA-L1 'y LLA-L2 respectivamente); sin embargo ambos gru--
pos mostraron ser estad{sticamente diferentes del grupo -
Control (x HbF B: 0.89% y HbF S:0.95%). El porcentaje pro
medio de cadenas Kbpara LLA-L1 fue de 50.96% y para LLA--
L2 de 37.53%; el anilisis estadistico ( t de student) mos
tré diferencias altamente significativas (p< 0.001) entre
ambos grupos; en el grupo Control el porcentaje promedio-
fue de 42.69%, la t de student del grupo Control contra -
LLA-L1 mostré diferencias significativas (p< 0.01) mien--
tras que contra LLA-L2 no se observé significancia (Tabla
ITI). La relacién de cadenas‘Kﬁ/aﬁ fue de 1.23 para LLA--
L1, 0.66 para LLA-LZ y 0.76 para el grupo Control, los re
sultados de las pruebas estadi{sticas fueron concordantes-
con los observados en los porcientos de'xbes decir dife--
rencias significativas entre LLA-L1 y LLA-L2 (p<0.01) y-
entre LLA-L1 y Control (p< 0.01) pero no entre LLA-LZ y -

Control. La HbA2 mostré valores muy similares en LLA-L1,-

LLA-L2 y Control.
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Los parémetros hematolégicos GB, GR, Hb, Hto, VoM, -

HCM y CMHB mostraron valores muy similares en LLA-L1 y --

LLA-L2 (Tabla IV) sin embargo al compararlos contra el --~

grupo control s6lo GB, GR, Hb y Hto en LLA-Ll mostraron -

valores significativamente menores (p <0.05, < 0.01, <0.01

y <0.01 respectivamente). En el an&lisis del grupo LLA-LZ‘

contra el grupo Control sélo GR, VGM y HCM mostraron dife
rencias significativas (p<0.05,<0.05 y<0.01 respectiva

mente) *GR con valores mis bajos y VGM y HCM mis altos. Es

tos resultados indican que no existen diferencias hemato-

l6gicas significativas entre los dos subtipos de LLA; sin
embargo el grupo LLA-Ll presenta un menor nfimero de GR, -
lo que da lugar a un paquete de eritrocitos menor que en-
el grupo LLA-LZ en el que se observa que los GR son de me
nor tamafio (VGM) y menor contenido de Hb(HCM) lo que hace
un mayor paquete de eritrocitos.

La HbF por ambos métodos en los tres subgrupos anali
zados por subgrupo de edad (Tabla V) se observa lo espera
do entre LLA-L1 y LLA-L2, es decir no hay diferencias pa-
ra ninguno de los subgrupos (pl); por otra parte al anali
zar LLA-L1 y LLA-12 contra el grupo Control (p; ¥y Py Tes-
pectivamente) los subgrupos de 6-10 afios y 11-18 afios mos
traron las diferencias esperadas, mientras que el anfli--
sis con el subgrupo de 0-5 afios no mostré diferencias sig
nificativas a pesar de observarse valores mis elevados :-

tanto en LLA-L1 como en LLA-L2; estos‘resultados pueden -
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ser debidos a que en este subgrupo la n para los grupos -
LLA-L2 y Control es pequeiia.

En cuanto a la relacién de las cadenas yﬁ/gA de la -
HbF (Tabla VI) puede observarse que es muy similar en los

' b
grupos LLA-L2 y Control con una menor sintesis de 3 que -
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K‘en los tres subgrupos, mientras que en el grupo LLA-L1, .

en el subgrupo de 6-10 afios predomina la expresién de Xp-
sobre x“y los subgrupos restantes muestran un comporta---
miento ‘similar a los grupos LLA-L2 y Control, lo que im--
plica que en este subtipo de Leucemia existan factores --
edad dependientes que modifican la expresién de }os genes
3? que ameritan investigaciones posteriores.

El an4lisis de los parémetros hematolégicos por sub-
grupo (Tablas VII, VIII y IX) no mostr$ diferencias signi
ficativas entre LLA-L1 y LLA-LZ excepto en el subgrupo de
0-5 afios para Hb (p< 0.02) con valores mis bajos en LLA--
L2. Al comparar LLA-L1 contra el grupo Control se obser-
varon las siguientes diferencias: en el subgrupo de 0-5 -
afios para GR (p < 0.01) en el subgrupo de 6-10 afios para’ -
GB y VGM (p< 0.02 y ¢0.01 respectivamente) y en el subgru
po de 11-18 afios para GB y Hb (p<0.02 y 0.05 respectiva
mente); mientras que LLA-L2 contra el grupo Control mos--
tré: para el subgrupo de 0-5 aflos diferencias en GB y Hb-
(p<0.05 y <0.02 respectivamente) para el subgrupo de --
6-10 afios diferencias para HCM (p < 0.01), finalmente para

el subgrupo de 11-17 afios s6lo se observaron diferencias-



en GB (p <0.02).

Los patrones electroforéticos de los nifios estudia--
dos fueron normales excepto en un nifio con LLA-L1 y Sin--
drome de Down cuyo patrén electroforético mostrd una ban-
da de Hb répida.

La distribucién de los valores de zvde acuerdo al --

porcentaje de casos observados fue heterogénea (Fig. 9, -

10, 11). Asf{, mientras que en el grupo LLA-L1 se observa-
una marcada distribucién hacia la derecha,lo que signifi-
ca valores mis altos de Ko(Fig. 9) en LLA-L2 1la distribu-
cién de 1a mayorfa de los casos tiende a la izquierda y -
por supuesto a valores menores de XP(Fig.lo). En el gru-
po Control la distribucibén es més homogénea con valores -

de ¥ entre 30 y 50% (Fig. 11).
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Valores de HbF por los métodos de Betke y Sin

TABLA III.
ger, porcentaje de'xsy relacién de cadenas K;
/%" vy de HbA, en los grunos LLA-L1, LLA-12 y-
Control. Los valores de p se obtuvieron de -
acuerdo a la prueba t de student.
GRUPO HbF B HbF S %° X76®  Hba,
TOTAL $ % % $
. x 2.19 2.01 50.96 1.23 2.52
LLA-L1 s 1.5 1.24 11.57 0.71 0.94
n 29 29 24 24 26
x 2.04 2.10  37.53 0.66 2.37
LLA-L2 s 1.19 1.48 12.67 0.35 0.71
n 31 31 24 24 31
x 0.89 0.95 42.69 0.76 2.30
Control s 0.35 0.57 6.48 0.19 0.69
n 23 25 22 22 24
P NS NS <0.001 <0.01 NS
Valores .
de p p, <0.001 <0.001 <0.01 <0.01 NS
p; <0.001 <0.001 NS NS NS
Py = LLA-L1 versus LLA-L2.
Py = LLA-L1 versus Control. .
Pz = LLA-12 versus Control.
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TABLA IV. Valores hematolégicos obtenides en el contador
electrénico Coulter de los grupos LLA-L1, LLA-
L2 y Comntrol. Los valores de p se obtuvieron -

de acuerdo a la prueba t de student.

GRUPO GB GR Hb Hto VGM HCM  CHMB
TOTAL x103 x106 g/d1 % f1 PE $

X 6.78  4.24 12.53 38.52 89.72 29.42 32,67

LLA-L1 s 4,17 0.63 1.82 6.15 9.65 2.43 1.62
n 20 18 24 24 21 17 23

X 7.65 4.45 12,76  40.42 93.57 30.87 32.74

LIA-LZ s 12.91 0.83 2.41 6.4 7.48 1.84 1.49
n 22 18 25 22 21 14 24

x 9.81 4.90 13.80 42.70 89.00 28.60 32.0

Control s 2.94 0.10 1.1 3.3 - 5.4 2.2 1.2
n 24 20 25 23 20 20 23
Pq NS NS NS NS NS NS NS

Valores

de p p, < 0.05 ¢0.001 <¢0.01 <¢0,01 NS NS NS
Pz NS ¢0.05 NS NS ¢0.05 <0.01 NS

Py = LLA-11 versus LLA-L2.

p; = LLA-L1 versus Control.

LLA-LZ2 versus Control.




Valores de HbF por los métodos de Betke y Sin- -

p, ¢0.02 <0.01

TABLA V.
ger, de los grupos LLA-L1, LLA-LZ y Contrel. -
Los valores de p se obtuvieron de acuerdo a la-
prueba t de student.
GRUOPO LLA-TT TLA-12Z Control
(afi0s) HbgB Hb;S HbgB Hbgs HbgB Hbgs
‘ x 2,02 2.03 X 1.95 2.01 0.85 1.52
s 1.33  1.55 s 1.47 1.39 0.40 1.0
0-5 n 11 11 n 4 4 3 4
p, NS NS p; NS NS - -
|25 NS NS - -
X 2.47 1.83 x 1.88 1.67 0.90 0.81
s 1.94 0.93 sv 0.82 0.75 0.40 0.29
6-10 n 10 10 n 15 15 11 11
pp NS NS Py <0.01 ¢0.01 - -
py «0.02 <0.01 - -
x  2.02 2.19 X 2.34 2.68 0.89 0.86
s 1.24 1.30 s 1.49 2.03 0.32 0.51
11-18 n 8 8 n 12 12 9 10
Py NS NS P3 <0.02 <0.02 - -

Py =

Ps3

Py = LLA-L1 versus LLA-L2.

LLA-L1 versus Control.

LLA-L2 versus Control.
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TABLA VI.
los grupos LLA-L1, LLA-L2 y Control. Los valo-
res de p se obtuvieron de acuerdo a la prueba-
t de student.
GRUPO LLA-TT LLA-1L2 Control
(afios) \‘ % KG/B” KF% KB/BA XF% 878"
‘ x 47.91 1.02 x 22.8 0.29 x 45.56 0.84
.S 12.49 0.50 s 1.69 0.028 s 6.5 0.21
0-5 n 10 10 n 2 2 n 3 3
p; <€0.05 <NS pz <0.02 NS - - -
p, NS NS - - -
x 57.48 1.62 x 39.7 0.70 x 40.60 0.70
s 16.42 0.84 s 11.17 0.29 s 6.94 0.20
6-10 n 8 8 n 12 12 n 10 10
p; «0.01 <0.01 ps NS NS - - -
D, ¢0.01 «0.01 - - -
X 46.68 1.03 x 37.88 0.68 x 43.95 0.84
s 15.44 0.71 s 14.24 0.42 s 5.97 0.28
11-18 n 6 6 n 10 10 n 9 9
p, NS NS ps NS NS - - -
p, N NS ' - - -
p; = LLA-L1 versus LLA-LZ.
P, = LLA-L1 versus Control,
Pz = LLA-L2 versus Control.
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Valores hematolégicos de los nifios con LLA-L1,

TABIA VII.
Los valores de p se obtuvieron de acuerdo a -
la prueba t de student.
EDAD "GB GR Hb Hto VGM HCM  CMHG
(afios) x103  x106 g/d1 8 £1 g 3
x 8.64 4.21 12.28 38.11 85.44 28.42 32.4
s 6.61 0.56 1.28 5.92 5.24 2.16 2.1
0-5 n 7 9 9 9 9 7 9
P NS - <0.02 - NS - NS
P NS <0.01 NS NS NS NS NS
X 6.0 4.35 12.71 38.71 92.12 29.93 33.55
s 1.75 0.78 2.49 7.86 1.88 2.06 1.37
6-10 n 8 6 9 9 8 6 8
P1 NS NS NS NS NS NS NS
p, <0.02 NS NS NS <0.01 NS NS
x 5.42 4,12 12,65 38.85 94.75 30.4 32.46
s 1.43 0.72 1.56 4.31 10.68 3.32 1.15
11-15 n 5 3 6 6 4 4 6
Py NS NS NS NS NS NS NS
p, <¢0.02 NS < 0.05 NS NS NS NS

Py

-

= LLA-L1 versus LLA-L2.

LLA-L1 versus grupo Control,
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TABLA VIII. Valores hematol6gicos de los nifios con LLA-L2Z.

Los valores de p se obtuvieron de acuerdo a -

la prueba t de student.

EI_)AD GBS GR6 Hb Hto VGM HCM CHCM
(afios) x10 x10 g/dl % fl Pg %
X 4,65 - 9.35 - 84.5 - 33.0
s 1.34 - 0.49 - 9.19 - 0
0-5 . n 2 - 2 - 2 - 2
p; NS - ¢0.02 - NS - NS
p, ¢0.05 - < 0.02 - NS - NS
X 10.52 4.6 12.81 40.39 93.44 31.11 32.9
s 19.18 1.05 2.51 6.95 61.78 1.97 1.58
6-10 n 10 9 12 11 9 6 11
Py NS NS NS NS NS NS NS
P NS NS NS NS NS <0.01 NS
X 5.41 4,29 13.24 36.73 87.4 30.78 32.54
S 2.11 0.57 2.08 12,3 28.71 1.98 1.58
11-17 n 10 9 11 11 10 7 14
P NS NS NS NS NS NS NS
|12 < 0.02 NS NS NS NS NS NS

Py = LLA-L2 versus LLA-L1,.

p, = LLA-LZ versus grupo Control.
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TABLA IX. Valores hematolbégicos de los nifios del grupo -
Control. Los valores de p se obtuvieron de --

acuerdo a la prueba t de student.

EDAD GB GR. Hb Hto VGM  HCM CHCM
(afios) x10%  x10% gm 3 f1 pg 3
x 9.3 538 13.2 4.2 82 26 31.6

s 1.6  0.35 1.2 2.3 5.4 2.8 2.1

0-5 n 4 4 4 4 4 4 4
P NS NS NS NS NS NS NS
p, ¢ 0.05 - <0.02 < NS < NS - NS
x 10.4 4.82 13.5 42.2 89 28.4 31.9

S 3.8 0.32 0.91 2.4 2.1 1.0 1.1

6-10 n 10 7 11 9 7 7 9
Py < 0.01 <NS NS NS < 0.01 NS NS
|2 NS NS NS NS NS <0.01 NS
X 7.7 4.76  14.3 43.4 92 29.9 32.2

s 1.6 0.36 1.1 4.3 4.1 1.7 0.9

11-17 n 10 9 10 10 9 9 9
P ¢ 0.02 NS <0.05 NS NS NS NS
p, < 0.02 NS NS NS NS NS NS

p; = Grupo Control versus LLA-L1,

Grupo Control versus LLA-LZ.

P




60
35
S0
43
40
335
30
25
20
15
10

S

0

» CASOS

FIGURA S

DISTRIBUCION DE LOS VALORES DE GAMMA-G
DE ACUERDQO AL PORCENTAJE DE CARSOS

(N=24>

OBSERVADOS EN EL GRUPO LLA-L1:

HH]HH‘HHllll“HH'HIIIH!Illllllll”lﬂllll(”‘”l

B

0-20 20-30 30-40 40-30 50-60 60-70 70-80

% GRAMMA-G

EXRLLA-L1

8L



FIGURA 10
DISTRIBUCION DE LOS VALORES DE GAMMA-G
DE RACUERDO AL PORCENTARJE DE CASOS
OBSERVADOS EN EL GRUPO LLA-LZ2

B
50?—
o— é/ // // é// // e LLH‘-L:ZV

% GAMMA-G

6L




FIGURA 11
E LOS VALORES DE GAMMA-G

AL PORCENTAJE DE CRSO0S

OBSERVADOS EN EL GRUPO CONTROL

DISTRIBUCION D
DE RCUERDO

“ CRS0S

60(N=22)

20-30 30-40 40-50 20-60

0-20

GAMMA -G

“

80



IX. DISCUSION



No existen antecedentes en la literatura de estudios
de HbF en LLA, segfin el subtipo morfolégico o inmunolégi-
co de neoplasia por lo que la importancia del presente --
trabajo radica en el andlisis de esta hemoglobina en LLA-
L1 y LLA-L2 enriquecida adem4s con el conocimiento de la-
expresién diferencial de los genes Kvy K“. La HbF mostré
valores muy similares en LLA-L1 y LLA-L2 afin analizados -
por subgrupos de edad (Tablas III y V) lo que nos conduce
a pensar, que en los dos subtipos de neoplasia existan --
factores similares que influyen en el incremento de esta-
hemoglobina.

Estudios anteriores han mostrado que la HbF se en---
cuentra elevada en leucemias (20-23). Becerra y Cols estu
diaron un grupo de adultos con leucemias (41) y Montes y-
Cols (42) un grupo de nifios con LLA y otro con LNL (Leuce
mia noALinfobléstica) y encontraron que en los nifios el -
incremento de HbF es mayor que en adultos (X HbF B 3.07%-
LLA, 2.54% LNL, y 1.26% en adultos. HbF S 2.61% LLA, ---
3.67% LNL y 1.65% en adultos). La evaluacién estadistica-
( t de student) de los niveles de HbF encontrados en la -
presente tesis y los nifios estudiados por Montes y Cols -
(42) no mostrbé diferencias significativas.

La determinacién de las cadenas %’y y® de 1la HbF se -
ha realizado principalmente en muestras con alto contenido
de HbF (®10%) por cromatograffa liquida de alta presién-

(47) por cromatografia en DEAE celulosa de los péptidos -
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espec{ficos de ¥y " (49) y por separacibén electroforéti-
ca de las cadenas globinicas en geles de poliacrialmida -
con Tritén x 100 (48), por esta razén no existen revortes
de la composicién de la HbF en individuos que presentan -
cantidades pequefias (< 5%) de esta proteina. En el presen
te trabajo se implementé§ una metodologia nueva de fécil -
aplicacién que permite la determinacién de las cadenas --
Kvy'K“utilizando los eluatos obtenidos de las mediciones

de esta hemoglobina por los métodos de Betke y Singer, de

los cuales se puede obtener suficiente proteina para ser--

analizada en geles de poliacrilamida.
La expresién de los genes %'y " en LLA-L1 y LLA-L2 -
fue diferente (p <0.001) con predominio de X“en LLA-L1 --
© (50.96%) y de 5" en LLA-L2 (62.47%); al comparar estos re-
sultados con el grupo Control (42.69% dex® ), LLA-L1 mos-
tré diferencias significativas (p<« 0.01) y LLA-L2 no. Es-
tas diferencias en la expresién de ‘fy % no guardan rela-
cién con el contenido total de HbF ya que LLA-L1 y LLA-L2
mostraron valores muy similares (Tabla III) y pudiesen --
ser el resultado de un efecto diferente de los oncogenes-
sobre las células hematopoyéticas ya que se ha descrito -
un patrén particular en LLA-L1 y LLA-12 principalmente de
c-myc y c-myb (31) lo que implicarfa que este efecto re--
percutiese en el proceso de diferenciacién de la célula -

eritroide activando preferencialmente clonas especificas-

de células F con diferente contenido de EG/XA o bien en -
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el proceso de proliferacién incrementando el nfmero de -
células F de una clona particular, lo que en cada caso --

significarfa que existen subclonas de células F, un fené-

meno que no se ha conceptualizado anteriormente ya que en-

la literatura se describen sélo dos tipos celulares eri--
troides; células F como Gnicas productoras de HbF (ademés
de HbA y HbA,) y células A que no sintetizan HbF. Por lo
tanto los datos del presente trabajo sugieren que existen
ademés ‘subclonas de células F diferenciables por su expré
sién de los genes 1 y j'con predominio de unas en LLA-L1-
y de otras en LLA-L2; si bien no se puede descartar el --
hecho de que los factores neopléasicos de LLA-L1 y LLA-L2-
actfien sobre las mismas células F activando in situ los -
genes 1?56 X‘preferencialmente.
De acuerdo con la literatura, el porciento de cadenas
en el RN se observa con un promedio de 70-75% (1,50) -~
mientras que en los adultos el promedio es de 40% (1,50);
en el presente trabajo el grupo Control presenté una me--
dia de 42.69%, valor muy similar al del adulto debido a -
que en los nifios estudiados el reemplazo de HbF por HbA -
ya se complet6, su curva de distribucién es muy homogénea
(Fig. 11) con valores de 30 a 60%. Al analizar la distri-
bucién de los valores en LLA-L1 (Fig. 9) y LLA-L2 (Fig. -
10), se observé que en ambos grupos el 66.6% de los casos
(16/24) caen dentro de los valores del grupo Control, pe-

ro que el 29.2% de los pacientes con LLA-L1 (7/24) mostra
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ron valores mas elevados de?f que en el Control (simila--
res a RN) y el mismo porcentaje de pacientes con LLA-12 -
mostraron valores abajo de los observados en el grupo Con
trol, lo que sugiere que en ambos subtipos de LLA existe-
heterogeneidad en la expresién de estos genes lo que ame-
rita nuevas investigaciones utilizando una clasificacién-
inmunolégica considerando ademéé los niveles de los onco-
genés que se expresan en esta neoplasia. Es interesante -
sefialar que en el grupo total del presente trabajo el ran
go deif fue de 17 a 73%; mientras que el anélisis de las-
cadenas ¥ en LLA descrito por Achille y Cols (43) refiere
un rango de 25 a 80% si bien en este reporte no se anali-
2z el subtipo de LLA y los resultados no pueden ser compa
rados con los de nuestro estudio, estos datos apoyan la -
idea de_que existe una heterogeneidad en la expresién de-

<3
los genes ¥ en LLA.
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X. CONCLUSTIONES




Los nifios con LLA presentan valores de HbF mis eleva-
dos que los nifios sanos.

El incremento de 1z HbF en nifios con LLA es indepen--
diente de l1a edad y del subtipo de neoplasia.

Los nifios con LLA-L1 mostraron niveles mis elevados -
de K‘que los nifos con LLA-L2, con relaciém de cade--
nas similar al RN para LLA-11 y al adulto para LLA-L2Z,
lo que demuestra que existe heterogeneidad em la ex--
présién de los genes globinicosy.

Los parimetros hematolfgicos analizados son similares
en los niiios con LLA-L1 y LLA-LZ e independientes de-

la edad.
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