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RESUMEN

La Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) es la neoplasia maligna mas comun en los
nifos y se caracteriza por alteraciones moleculares que provocan la proliferacion
anormal de linfoblastos. La LLA presenta mutaciones somaticas que ocurren
después de la concepcion en el desarrollo de las células linfoides. Las células B
presentan cuatro etapas de maduracién: pre-B temprana, pre-B, pre-B transicional
y B madura. La translocaciéon t(12;21)(p12;q22) origina el gen de fusion TEL-
AML1, la alteracion genética mas frecuente en nifios con LLA-B, aproximadamente
ocurre 20-25%. STATS juega un papel crucial en el desarrollo de linfocitos By T.
En las células hematopoyéticas, la activacidn constitutiva de STATS contribuye a
la leucemogénesis. La expresion excesiva de las formas de STATSB resulta en un
aumento de la actividad transcripcional en las leucemias. Se ha demostrado que
STATS es la via mas importante para la regulacion de BCL-xL en lineas celulares
de leucemia y células de pacientes con Leucemia. Cuando se sobre expresa, Bcl-
XL es responsable de la supervivencia de las células tumorales. Objetivo. Evaluar
la expresion de STAT5B y BCL-XL en pacientes con leucemia linfoblastica aguda
con y sin expresion del gen de fusion TEL-AML1. Materiales y Métodos. Se
incluyeron 14 pacientes con LLA, de los cuales 7 presentan el gen de fusion TEL-
AML1. Se obtuvieron muestras de sangre periférica y se aisl6 el RNA por el
método Tripuré. Se sintetizo cDNA y se amplificaron los genes STAT5B, BCL-xL y
ABL a 24, 25 y 23 ciclos respectivamente para medir su expresion en la fase
exponencial de la PCR utilizando el programa Quantity One. Se recabaron datos
clinicos de los pacientes e Inmunofenotipo. Se tabularon los datos obtenidos y se
busco diferencias y correlaciones. Resultados. Se encontré que los pacientes que
expresan TEL-AML1 no presentaron diferencias significativas en sus
caracteristicas clinicas e inmunofentipo en comparacion del grupo que no lo
expresa, a excepcion de la Fase S del ciclo celular, el cual es mayor e los
pacientes que expresan TEL-AML1. En el grupo de pacientes que expresan TEL-
AML1 se encontré que la expresion de STATSB se correlaciona con expresion de
BCL-xL (P = 0.000) y que la cantidad de leucocitos se correlaciona con la cantidad
de enzima DHL (P = 0.000). En el grupo que no expresan TEL-AML1 se encontrd
que la expresion de BCL-xL se correlaciona con el indice BCL-xL (P = 0.000) y
que la cantidad de leucocitos se correlaciona con la cantidd de hemoglobina (P =
0.045). Conclusién. La expresion de BCL-xL en el grupo de pacientes que
presentan TEL-AML1 es directamente proporcional a la expresion de STAT5B y
presentan mayor % de la Fase S del ciclo celular que los pacientes que no lo
presentan; sin embargo no se encontré una menor expresion de STAT5B y BCL-
XL en comparacion con los que no presentan TEL-AML1 como era lo esperado.

Palabras clave: Leucemia, STAT5B, BCL-xL, TEL-AML1, expresion.
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ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common malignancy in children
and is characterized by molecular alterations that cause the abnormal proliferation
of lymphoblasts. ALL presents somatic mutations that occur after conception on
the development of lymphoid cells. B cells have four stages of ripening: early pre-
b, pre-b, transitional pre-b and mature B. Translocation t(12;21) (p12; q22)
originating the fusion gene TEL-AML1, the most frequent in children with ALL-B
genetic alteration, occurs approximately 20-25%. STATS plays a crucial role in the
development of lymphocytes B and T. In hematopoietic cells, the constitutive
activation of STATS contributes to the leukemogenesis. The excessive forms
of STATSB expression results in an increase of transcriptional activity in
leukemias. It has been shown that STAT5 is the most important way for the
regulation of BCL-xL in leukemia cell lines and cells from patients with
leukemia. When is it overexpressed, Bcl-xL is responsible for the survival of the
tumor cells. Objective. Evaluate the expression of BCL-xL and STAT5B in patients
with acute lymphoblastic leukemia and non-expression of the gene of TEL-
AML 1fusion. Materials and methods. We included 14 patients with ALL, of which
7 have the TEL-AML1 fusion gene. Peripheral blood samples were obtained and
isolated RNA Tripure method. CDNA was synthesized and STAT5B, BCL-
xL and ABL genes to 24, 25 to 23 cycles amplified respectively to measure their
expression in the exponential phase of the PCR using the Quantity One. Clinical
data of the patients and immune were gathered. Obtained data were tabulated and
you are looked for differences and correlations. Results. We found that patients
who express TEL-AML1 did not show significant differences in their clinical
features and immunefenotipe compared to the group that does not express it, with
the exception of the S phase of the cell cycle, which is higher e patients
expressing TEL-AMLL1. It was found in the Group of patients who expressTEL-
AML1 STATSB expression correlates with expression of BCL-xL (P = 0.000) and
that the amount of leukocytes is correlated with the amount of enzyme DHL (P =
0.000). In the group which do not express TEL-AML1 found that BCL-xL
expression correlates with the BCL-xL index (P = 0.000) and that the amount of
leukocytes is correlated with the quantity of hemoglobin (P =
0.045). Conclusion. The expression of BCL-xL in the Group of patients that
present TEL-AML1 is directly proportional to the expression of STAT5B have
greater % of the S phase of the cell cycle that patients who do not have it; However
a lower expression of BCL-xL and STAT5B not found in comparison with those
who do not present TEL-AML1 as it was expected.

Key words: Leukemia, STAT5B, BCL-xL, TEL-AML1, expression
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cDNA Acido desoxirribonucléico complementario
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| INTRODUCCION

1.1 Definicién de Leucemia

La leucemia aguda es una neoplasia maligna de células precursoras
hematopoyéticas que se origina como resultado de mutaciones somaticas, lo que
altera la proliferacion y maduracion de la hematopoyesis, desplazando la
produccion de células sanguineas normales por células leucémicas (blastos). De
manera general se dividen en leucemia linfoblastica aguda (LLA) y leucemia
mieloide aguda (LMA) [1].

1.2 Leucemia Linfoblastica Aguda

La Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) es la neoplasia maligna mas comun en los
nifos y representa aproximadamente la cuarta parte de todas las neoplasias en
personas menores de 15 afos. La clasificacion FAB describe tres subtipos
morfoldgicos (L1, L2 y L3), teniendo sélo un valor histérico debido a que no son
subgrupos biolégicamente relevantes y su valor como factor prondstico es
limitado. La clasificacion actual de la LLA se basa en el inmunofenotipo la cual
identifica al menos ocho subtipos, correspondiendo cuatro de LLA de estirpe B
(LLA-B) y cuatro para la estirpe T (LLA-T) [2].

La LLA se caracteriza por alteraciones moleculares que provocan la proliferacion
anormal de células precursoras de la serie linfoide o linfoblastos y que infiltra mas
del 25% de la médula 6sea donde rapidamente proliferan desmedidamente y
ocupan el espacio que los demas precursores hematopoyéticos necesitan para su

desarrollo, como eritrocitos y plaquetas, afectando su produccion [3].

1.3 Epidemiologia

La LLA es la neoplasia mas comun de la infancia en México seguida de linfomas y

tumores de sistema nervioso central; es poco mas frecuente en nifos que en ninas

QFB. Jorge Gonzales Jaramillo 1
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(1.3:1.0) y mas comun en paises industrializados. La edad de presentacién es
variable; la LLA puede aparecer desde el nacimiento, hasta los 18 afios de edad,

con un pico de presentacion entre los 2 y los 5 afios de edad [4, 5].

En México la LLA ocupa el séptimo lugar en cuanto a mortalidad en nifios de uno a
cuatro afnos de edad, con una tasa de 3.2 por cada 100,000 habitantes, y en los
ninos de 4 a 14 anos es la segunda causa de muerte, solo después de los
accidentes de transito de vehiculo motor, con una tasa de 2.7 por 100,000
habitantes [6]. La LLA se presenta con una tasa anual aproximada de 122 casos
nuevos/millén de habitantes. Se observa un aumento marcado de la incidencia en
nifos de 2 a 3 anos de edad [7].

En Estados Unidos, en el 2010 constituyd el 3% de las neoplasias en adultos y se
reportd una tasa de incidencia de 1.6 casos por 100,000 habitantes por afio [8].
Segun el estudio SEER la LLA presenté una incidencia mayor en la poblacion
hispana, con una tasa de 2.6 por cada 100,000 habitantes, asi como también una
alta incidencia en la poblacién de poblacion negra donde se presentd de hasta 3

casos por cada 100,000 habitantes [9].

1.4 Factores de Riesgo

En 5% de los casos, la LLA se relaciona con sindromes genéticos, como el
Sindrome de Down, en el que hay un mayor riesgo de manifestar la enfermedad.
La inmunodeficiencia hereditaria o adquirida, como deficiencia de inmunoglobulina
A, la agammaglobulinemia, y el sindrome de Wiskott-Aldrich son enfermedades

con alto riesgo de padecer LLA [10,11].

El factor hereditario es raro, so6lo juega un papel pequefio sobre el origen de este
padecimiento. Incluso se ha observado que el riesgo de padecer leucemia a
temprana edad en gemelos es cuatro veces mas alto, es decir, si un gemelo
padece leucemia, hay 20% de probabilidades de que el otro la manifieste. En caso
de que un gemelo la padezca en el primer afio de vida, el otro la tendra unos

meses después, pudiéndose presentar, incluso, metastasis intrauterina de un
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gemelo a otro [11, 12]. Hay varios factores de riesgo para padecer LLA. Entre
ellos se encuentran los factores ambientales, como la exposicion a rayos X en
utero, o a reacciones nucleares, como las ocurridas en Hiroshima y Nagasaki.
También hay factores ocupacionales, como en tareas agricolas, de soldadura, en
la industria maderera, asi como por el uso de pesticidas, plaguicidas, tintes de
cabello y solventes como el benceno; asi como el tabaquismo antes y durante el

embarazo al igual que consumo materno de alcohol en el embarazo.

La leucemia secundaria que sigue a una quimioterapia y/o radioterapia se
caracteriza por anormalidades citogenéticas especificas y generalmente tienen un
pronostico pobre. Compuestos alquilantes e inhibidores de la topoisomerasa |l son
con mas frecuencia los agentes implicados en la leucemia relacionada a terapia.
[13, 14].

1.5 Patogénesis

Se piensa que la mayoria de los casos de LLA son el resultado de mutaciones
somaticas que ocurren después de la concepcidon en el desarrollo de las células
linfoides. Una tendencia familiar se ha establecido sélo en casos raros. Existe una
fuerte evidencia de que los pasos iniciales en algunas leucemias ocurren en el
utero. Esta evidencia proviene de estudios en gemelos idénticos en los que existe

una alta concordancia de leucemia con reordenamientos genéticos idénticos [15].

El analisis molecular de las alteraciones genéticas presentes en las células
leucémicas ha contribuido al entendimiento de la patogénesis de la LLA. El
mecanismo general incluye la expresidn de oncogenes creados principalmente por
la fusidon de genes que codifican cinasas y alteran factores de transcripcion. Estas
alteraciones contribuyen a la transformacion leucémica de la célula madre
hematopoyética o de sus progenitores por medio del cambio de las funciones
celulares como regulacion del ciclo celular, proliferacion, diferenciacion y
apoptosis. En la LLA infantil hay evidencia de que en precursores linfoides

comprometidos existen alteraciones en etapas tempranas de la diferenciacion
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celular lo que favorece la proliferacion celular no controlada, alterandose

finalmente la apoptosis [16].

1.6 Manifestaciones Clinicas

La aparicion de leucemia linfoblastica aguda varia segun sus manifestaciones
clinicas, que reflejan el grado de insuficiencia de la medula 6sea, de infiltracion
extra medular y de agudeza. Casi la mitad de los pacientes cursa con fiebre y la
tercera parte tiene como origen de la fiebre un foco infeccioso. Otras
manifestaciones clinicas frecuentes son astenia y adinamia debidas a anemia. Del
33 al 43% tiene sangrado por trombocitopenia y 25% refiere dolor articular u 6seo
debido a la infiltracion leucémica del periostio, hueso o articulacion. Los sintomas
menos comunes son cefalea, vomito, alteraciones de las funciones mentales,
oliguria y anuria. Los signos que se observan en la piel y las mucosas son
petequias y equimosis. El higado, bazo y los ganglios linfaticos son los sitios extra
medulares mas afectados, y el grado de organomegalia es mas importante en
nifos que en adultos: en 17% se encuentra hepatomegalia; en 44%,
esplenomegalia, y en 15%, linfadenopatia [10, 14]. La infiltracion al sistema
nervioso central puede manifestarse con signos de aumento de la presion
intracraneal. En los ninos, la afectacion testicular puede presentarse como una

masa testicular [17].

1.7 Prondstico

Los nifios y adolescentes con mas de 10 afios de edad a menudo tienen
caracteristicas clinicas de prondstico desfavorable. Los recuentos de leucocitos en
el momento del diagndstico y la Enfermedad Minima Residual (EMR), después de
la terapia de induccién pueden ser factores importantes para el prondstico a largo
plazo [18].

En protocolos modernos, la terapia adaptada a riesgos refleja la probabilidad de

fracaso del tratamiento en la LLA infantil. Por lo que, los factores prondsticos
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evaluados inicialmente al diagndstico se utilizan para estimar el riesgo individual
de recaida de un paciente y para ajustar la intensidad de tratamiento requerido por
la terapia, se estratifica en diferentes grupos de riesgo (estandar 6 intermedio,
bajo y alto) [19].

1.8 Clasificacion Inmunolégica

La clasificacion inmunolégica se establece en base a la expresion de marcadores
antigénicos asociados a linaje. Las células B presentan cuatro etapas de
maduracion: pre-B temprana, pre-B, pre-B transicional y B madura. Los
marcadores para células pre-B tempranas incluyen CD19, CD22, CD10, IgM
(inmunoglobulina M) y deoxinucleotidil transferasa terminal (TdT). Las células pre-
B representan cerca del 25% de los casos de LLA y se define por la expresion de
cadenas pesadas de inmunoglobulinas en el citoplasma, pero no en la superficie.
Estas células expresan ademas CD19, CD22 y CD79a. Mas del 95% de las
células pre-B expresan CD10 y TdT, pero solamente dos terceras partes
expresan CD34. Los blastos expresan CD10, usualmente TdT y algunas veces
CD34. Las leucemias de células B madura representan 2 al 4% de los casos y los
blastos expresan cadenas pesadas y ligeras k 6 A de inmunoglobulinas de
superficie. Este inmunofenotipo se correlaciona en la mayoria de los casos con el
subtipo morfologico L3. La célula expresa CD19, CD22, CD20 y frecuentemente
CD10 y CD23 [20, 21].

1.9 Evaluacién Molecular

La LLA se asocia a aberraciones cromosomicas tales como re-arreglos génicos o
traslocaciones, hiper e hipo diploidias. Las translocaciones involucran
recombinacion entre cromosomas normalmente separados, lo cual resulta en
modificaciones en la regulacion de un gen o bien, en la formacion de una proteina
quimeérica alterada, este ultimo evento es lo que mas comunmente ocurre en LLA

(de precursores de células B). Factores de transcripcion o proteinas de
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senalizacion criticos en el desarrollo de las células madre o en la especificacion
del linaje durante la hematopoyesis son los principales blancos de corrupcion por
fusidn génica en la leucemia [15, 22].

Dentro de las alteraciones genéticas que aportan informacién importante respecto
al prondstico de la enfermedad esta el gen de fusion BCR-ABL que lugar a lo que
se conoce como cromosoma Filadelfia, el cual es producto de la translocacion
t(9;22) (g34;911). Este tipo de alteracibn se presenta en nifios con LLA
aproximadamente en un 2-5% y 10-20% adultos. La presencia de esta

translocacién se asocia claramente a mal prondstico [22,23].

Otra alteracion importante es la translocacion t(12;21)(p12;922) la cual da lugar al
gen de fusion TEL-AML1, la alteracién genética mas frecuente en nifios con LLA-
B, aproximadamente ocurre 20-25%, mientras que en adultos la frecuencia es solo
del 3%. Esta alteracion genética se asocia a buen prondstico. Por otro lado la
translocacién t (4;11) la cual da lugar al gen de fusién MLL- AF4, es detectada en
50-70% en lactantes con LLA y aproximadamente el 5% en nifios con LLA.Y
finalmente la translocaciéon t (1;19) (g23; p13) da lugar al gen de fusion E2A-
PBX1, esta alteracidon se presenta en alrededor de 5-6% en nifios con LLA y 3%
en adultos con LLA. Se correlaciona con la presencia de caracteristicas clinicas de
alto riesgo [7, 22,23].

Aproximadamente el 75% de los casos de LLA infantil presentan anomalias
genéticas recurrentes, incluyendo aneuploidias, hiperdiploidias, hipodiploidias o
arreglos cromosémicos estructurales como las translocaciones. El andlisis
citogenético de las células blasticas en niflos con leucemia linfoblastica aguda
(LLA) ha permitido el reconocimiento de alteraciones cromosémicas especificas de
gran importancia pronéstica. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es un
ensayo enzimatico que provee un método mas rapido y mas sensible para
detectar rearreglos de genes. Las translocaciones e inversiones que resultan en
genes fusionados son especialmente adecuadas para el analisis con la reaccién

en cadena de la polimerasa acoplada a transcripcion inversa (RT-PCR), una
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técnica en la cual el RNAm fusionado se transcribe hacia cDNA y entonces

amplificado por PCR usando iniciadores especificos [23].

1.9.1 Translocacién t(9;22)

El gen de fusion BCR-ABL se deriva del cromosoma Filadelfia el cual resulta de la
translocacion reciproca entre los brazos largos de los cromosomas 9 y 22,
1(9;22)(q34;911). Parte del gen ABL se fusiona con el gen BCR dando lugar al
gen BCR-ABL. Existen tres tipos de productos de fusion de diferente peso
molecular: p190, p210 y p230 [24]. La presencia de esta translocacion se asocia
claramente a mal prondstico, ya que la leucemia Ph-positivo es una enfermedad
agresiva en la que los pacientes tienen un resultado muy pobre, debido a que el
tratamiento convencional como interferén alfa no es eficaz para este subtipo y las
respuestas al imatinib son a menudo dramaticas y duraderas, el 30-40% de los

pacientes eventualmente necesitaran tratamiento adicional [25].

1.9.2 Translocacion t(1;19)

La translocacion t(1;19) da lugar al gen de fusion E2A-PBX1, esta alteracion es
detectada en alrededor de 5-6% en nifios con LLA y 3% en adultos con LLA. El
PBX pertenece a la subfamilia de proteinas con homodominio PBC y es un
cofactor que aumenta en gran medida la especificidad de las proteinas HOX. Se

correlaciona con la presencia de caracteristicas clinicas de alto riesgo [26, 27].

1.9.3 Translocacién t(4;11)

La translocacién t (4;11) da lugar al gen de fusion MLL-AF4, es detectada en 50-
70% en lactantes con LLA y aproximadamente el 5% en nifios con LLA. Constituye
una de las alteraciones genéticas que confiere mal prondstico y recaida temprana.
[26, 28]. El gen MLL (del inglés, Mixed Linage Leukemia) codifica a una proteina
homodloga a TRX (TRITHORAX, de Drosophyla) y es capaz de regular, a través de

su actividad metil transferasa de histonas, la transcripcién de genes HOX los
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cuales estan involucrados tanto en el patron de desarrollo como en la

diferenciacion hematopoyética [29].
1.10 TEL-AML1

La translocacion t(12;21)(p12;q22) origina el gen de fusibn TEL-AML1, la
alteracion genética mas frecuente en niflos con LLA-B, aproximadamente ocurre
20-25%, mientras que en adultos la frecuencia es solo del 3% y hasta la fecha
ausente en otro tipo de leucemia. Esta alteracion genética se asocia a buen
pronostico, independientemente de otros factores como la edad o la cifra de
leucocitos; sin embargo, algunos pacientes recaen en una fase tardia durante la
terapia o después de esta, a la vez que también podrian lograr una segunda

remision sostenida [26, 30].

La proteina quimérica TEL-AML1 asociada a la leucemia consiste en las
secuencias TEL situadas en el extremo amino-terminales de la region ETS DBD vy
todas las regiones funcionales conocidas de AML1. Al respecto, TEL-AML1 es
estructuralmente distinta de otras proteinas de fusién AML1, que retienen sélo el
dominio Runt de amino-terminal y no las secuencias reguladoras Carboxilo-

terminales de AML1 (Figura 1).

1 38 125 340 420 452
TEL (ETVS) PD REPRESSION ETS
1 51 204 VWRPY 479
AML1 (RUNX1) - Runt Ipsoom ACTIVATION
4 sID
1 38 125 336 368 521 VWRPY 796
TEL-AML1 PD REPRESSION . Runt Ip‘sb'o'lo ACTIVATION
$ SiD

1(12;21) fusion

Figura 1. Representacion esquematica de las proteinas AML1, TEL y TEL-AML1 de
longitud completa. Las Flechas indican el sitio de fusion. (Tomada de Zelent A. y Col.
2014).
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1.10.1 TEL AML1 en la Patogénesis de la LLA

Hay evidencia de que TEL-AML1 se origina pre-natalmente como una mutacion
temprana o iniciadora. Otros estudios indican que aunque TEL-AML1 puede estar
vinculado a una expansion temprana clonal, éste es insuficiente para que la
leucemia se manifieste. En primer lugar, el intervalo postnatal prolongado, o
latencia, antes del diagnodstico de la enfermedad puede ser hasta una década o
mas. Esto sugiere que se requieren eventos genéticos adicionales o secundarios y

complementarios [31].

En las leucemias agudas iniciadas por otros genes de fusion, incluyendo fusiones
MLL y AML1-ETO, las mutaciones de la quinasa FLT3 parecen proporcionar los
eventos genéticos complementarios. El analisis de secuencias genomicas de TEL-
AML1 y otros genes de fusion sugiere que el mecanismo predominante de la
translocacién cromosomica es la ruptura de la doble hebra de ADN seguido de

reparacion normal pero erronea por recombinacion no homaologa [32].

La expresion de TEL-AML1 conduce a la expansién de los precursores de células
B con capacidad de auto-renovacion mejorada y diferenciacion deteriorada a
etapas mas maduras de células B. La translocacién se produce durante la vida
uterina en una célula progenitora de célula B temprana y conduce al
establecimiento de un clon preleucémico que persiste en la médula ésea durante
varios afos y a la vez insuficiente para generar una leucemia manifiesta. No esta
claro si la translocacion conduce inevitablemente a la enfermedad o si s6lo una
pequefia parte progresa, ya que existen informes que lo contradicen, sobre la
incidencia de esta translocacion en recién nacidos sanos [33,34].

El patron de unidn global de la proteina de fusion TEL AML1 en regiones
promotoras en células B precursoras no se conoce y se han propuesto hasta
ahora varios mecanismos de accion. Se ha demostrado que el dominio de union al

DNA homoélogo de AML1 esta retenido en la proteina de fusion TEL-AML1 siendo
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esencial para la union al DNA. TEL-AML1 transfectado transitoriamente bloquea la
transcripcion dependiente de AML1 de varios promotores, que requieren de ambas
partes, TEL y AML1 de la proteina de fusién. Estudios proponen que el resto TEL
de la proteina quimérica convierte a AML1 de ser un activador a un represor
transcripcional. Sin embargo, también se han sugerido mecanismos alternativos
de actividad TEL-AML1, como el secuestro de cofactores transcripcionales en el

citoplasma o la dimerizacion con proteinas [35].

Los casos de LLA con TEL/AML1 estan biolégicamente caracterizados por una
prolongada remision completa y una excelente supervivencia libre de evento a
largo plazo. La mayoria de las publicaciones asocian esta alteracion con un
pronostico favorable. Por otra parte, existe evidencia que la presencia de
anormalidades cromosdmicas secundarias, tales como delecion del alelo TEL no
translocado o duplicaciéon del cromosoma 21, influirian adversamente en el curso

clinico de los pacientes que expresan TEL/AML1. [36].

1.11 Via JAK-STAT

En la hematopoyesis las rutas de senalizacion complejamente reguladas, que
estan mediadas por citocinas y sus receptores. La sefializacion de receptores de
citocinas hematopoyéticas esta mediada en gran medida por una familia de
tirosina quinasas denominada Janus quinasas (JAKs) y sus factores de
transcripcion denominados STAT (Transductores de Sefial y Activadores de
Transcripcidn). Las aberraciones en estas vias, son causas subyacentes de

leucemias y otros trastornos mieloproliferativos. [37].

Las propiedades oncogénicas del reordenamiento del gen JAK2 que conducen a
la actividad de tirosina cinasa constitutivamente activada, se conocen desde hace
mas de una década. Estas translocaciones dan lugar a una variedad de
transcripciones quiméricas JAK2, y la expresion de sus proteinas de fusion
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resultantes conduce a menudo al desarrollo de leucemias tanto mieloides como
linfoides. [37].

Los miembros de la familia STAT (siete miembros que comprenden STAT1,
STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a / 5b y STAT6) desempeinan funciones duales
como proteinas de sefializacion citoplasmatica y como factores de transcripcion
nuclear. Tras la estimulacién de las citocinas, la proteina STATS es rapidamente
fosforilada, 1o que permite la dimerizacion y la translocacion al nucleo, donde se

une a las regiones reguladoras de los genes diana [38].

‘ Ligando

Receptor

B
Citoplasma : . ) STAT

@ Fosforilacion

> AR (AT e T

D@ Complejo de poro

Figura 2. Via de sefalizacion de la Janus Kinasas y las STAT. Los complejos pre
dimerizados de un receptor de la via (gris) y JAK (azul) se activan después de la union del
ligando (naranja). La fosforilacion (circulos purpura) de los JAK y los receptores generan
sitios de acoplamiento para las STAT normalmente citosdlicos que son reclutados al
complejo activo. Después de la fosforilacion de los STATSs, se forman dimeros de STAT
que se translocan al nucleo y se unen a una secuencia palindromica de ADN en los
promotores de genes diana para activar su transcripcion. (Modificado de Arbouzova y
Zeidler, 2006).
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1.12 Regulacion de la via JAK- STAT

Tirosina Fosfatasas

Src homology-2 (SH2) tirosina fosfatasas y CD45 tirosina fosfatasa desempefan
un papel importante en la modulacién de la via Jak-STAT. SH2 tirosina fosfatasas
incluyen SHP1 y SHP2 (shatterproof 1 y 2). Sus dominios SH2 permiten la union a
los residuos de fosfotirosina presentes en los receptores activados, las proteinas
JAKs o STAT, lo que conduce a la desfosforilacion de los sustratos. SHP1 se
expresa principalmente en células hematopoyéticas, células epiteliales y de
musculo liso, mientras que SHP2 es ubicuo. La expresion del gen SHP1 se
encuentra silenciada por la hipermetilacion del promotor en diversas neoplasias
malignas hematoldgicas [10]. El receptor transmembranal CD45 es el segundo tipo
de tirosina fosfatasa que regula negativamente la via JAK-STAT. CDA45, el
antigeno comun de leucocitos, se expresa en células hematopoyéticas. Tiene dos

dominios de fosfatasa en su region intracelular, aunque sélo uno esta activo.

Proteinas inhibidoras de STAT activadas (PIAS)

La familia PIAS esta compuesta por PIAS1, PIAS3, PIASx y PIASy. Ensayos
bioquimicos han demostrado que PIAS3 y PIASx interactuan con STAT3 y STAT4,
respectivamente, mientras que PIAS1 y PIASy con STAT1. PIAS1 y PIAS3 ejercen
su regulacion negativa mediante el bloqueo del DNA vinculante de STAT1 y
STAT3. Por otro lado, PIASx y PIASy reprimien la actividad transcripcional de
STAT1 y STAT4 mediante el reclutamiento de co-rrepresores de moléculas como

las histona desacetilasas.

Proteinas supresoras de la sefializacidén activada por citocinas (SOCS)

La familia de SOCS se compone de SOCS-1 a SOCS-7 y CIS. Las proteinas
SOCS son reguladoras de bucle de retroalimentacion negativa inducidos por

citocinas de sefializacion Jak-STAT. Cada proteina miembro en esta familia tiene
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un dominio SH2 central, un dominio amino terminal variable y un moédulo carboxi-
terminal de 40 aminoacidos conocido como caja SOCS. El dominio SH2 central
dirige el sitio diana de union con las proteinas SOCS. Se han propuesto tres
mecanismos mediante los cuales una proteina SOCS proporciona una modulacién
negativa. En primer lugar, SOCS se une a los residuos de fosfo-tirosina en los
receptores y bloquea fisicamente a las STAT de la unién a sus receptores. En
segundo lugar, las proteinas SOCS pueden unirse directamente a sus JAK
especificos o a los receptores e inhibir la actividad de la cinasa JAK
correspondiente. En tercer lugar, SOCS se asocia con la elongina B y C

acelerando la ubiquinacion de las JAK y presumiblemente de los receptores [39].
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Figura 3. Cascada de sefializacion de la via JAK/STAT. La union del ligando al receptor
de citocina induce la dimerizacién del receptor y la activacién de la cinasa JAK asociada al
receptor, que a su vez fosforila las proteinas STAT. Después de formar un homodimero,
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las proteinas STAT se trasladan al nucleo para controlar la expresion génica. La
regulacién negativa de la via JAK-STAT es proporcionada por las tirosina fosfatasas
(PTP), miembros de las proteinas de la familia SOCS y proteinas PIAS (Tomado de
Muhammad Furgan y Col. 2013).

1.13 Transductor de la Sefializacion y Activador de la Transcripcion 5
(STAT5)

El factor de transcripcion STAT5 consiste en dos isoformas STAT5a y STAT5b.
Codificada por dos genes separados, ambos factores de transcripcion tienen
funciones fisiologicas distintas. Tras la estimulacion de las citocinas, la proteina
STAT5 es rapidamente fosforilada, lo que permite la dimerizacion y la
translocacion al nucleo, donde se une a las regiones reguladoras de los genes
diana [40].

1.13.1 STAT5 en la Linfopoyesis

STATS5 juega un papel crucial en el desarrollo de linfocitos B y T. Sin embargo, no
esta claro si STAT5 desempefia principalmente un papel de factor permisivo
implicado en la supervivencia de linfocitos, o de factor instructivo implicado en la
diferenciacion de los linfocitos. Ademas, mientras STATS se ha sugerido para
actuar como un represor transcripcional, el mecanismo por el cual reprime la
transcripcion fue indefinido. Informes recientes han comenzado a arrojar nueva luz
en el papel de STAT5 en el desarrollo de linfocitos, la represion transcripcional y la

transformacién leucémica [41].

STAT5 en respuesta a IL-7R promueve la supervivencia celular mediante la
activacion del gen MCL1 y reprime la recombinacion de la inmunoglobulina Igk en
las células pro-B. Posteriormente, se conjuga con el receptor de células pre-B para
facilitar su expansion clonal [42]. STATS5 es un objetivo clave de multiples
receptores de citocinas que se sabe que juegan un papel crucial en desarrollo de
los linfocitos, incluyendo aquellos para IL-2 y IL-7 [43]. STAT5 es necesario en el
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desarrollo de células B, ya que puede unirse a regiones reguladoras de dos genes

pro-supervivencia BCL-2 y BCL-2L1 y promover su transcripcion [44].

STATS STATS .
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—
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STATS STATS STATS STATS
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Current Opinion in Immunology

Figura 4. Panorama general del desarrollo de linfocitos con énfasis en el papel de
STATS5. Las flechas verdes marcan las diferentes etapas de desarrollo donde STAT5
desempena un papel positivo en el desarrollo de diferentes subgrupos de linfocitos. La
flecha roja marca donde se requiere la inhibicion dependiente de STATS para el desarrollo

normal (Tomado de Lynn M-Heltemes y Col. 2012).

1.13.2 STAT5 en la Leucemia

STATS5 es un factor de transcripcién latente que normalmente se activa
transitoriamente por fosforilacion en respuesta a sefales microambientales. En las
células hematopoyéticas, la activacion constitutiva de STATS a través de una
alteracién en la via de sefalizacion de las JAK’s o de una forma aberrante de JAK
son factores que contribuyen a la leucemogénesis. Sin embargo, la sefializaciéon
activa de IL-7 a través de STAT5S también protege el genoma temprano de las

células B al suprimir el proceso recombinacion genética propensa a errores y la
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vulnerabilidad a la transformacion. Ademas, la respuesta inflamatoria también
puede estar implicada en la iniciacion de la leucemia en pacientes pediatricos y
adultos que estan asociados con una fosforilacién disminuida de STATS5 [45].

STATS también juega un papel clave en la generacion de la leucemia linfoblastica
aguda de estirpe B, por lo que el gen de fusién BCR-ABL o la colaboracion de la
mutacion de JAK2 con la sobreexpresion del estroma timico por linfopoyetina
conduce a la activacion de citocinas que favorecen la supervivencia y el
crecimiento de las células leucémicas. Hay estudios que demuestran que STATS

juega un rol principal en la transformacién celular por el oncogén BCR-ABL [46].

La oncoproteina quimérica BCR-ABL (p210bc-abl) presenta una gran actividad de
tirosina cinasa no regulable (Fig.6), la cual tiene la capacidad de transformar in
vitro a las células hematopoyéticas inmaduras e inducir leucemia en ratones [47].
El p210Qbcr-abl gctiva algunas vias entre ellas se encuentran el rat sarcoma oncogén
(RAS), el fosfatidilinositol-3 cinasa (PI-3K) y las STATs. Estos cambios promueven
una transformacion maligna que interfiere con los procesos basicos de las células
como proliferacién, diferenciacién, adherencia y apoptosis [48]. En otros estudios
se ha demostrado que STATS coopera con la pérdida de la funcién del gen
supresor de tumores p53, tanto para acelerar la aparicion de la enfermedad como

para favorecer fuertemente el curso de la leucemia [42].

1.13.3 Papel de STAT5A y STAT5B

STAT5a y STAT5b muestran similitudes en 96% de sus secuencias de péptidos
que difieren soélo por 6 aminoacidos en su dominio de unién al DNA, 20
aminoacidos en su C-terminal y 18 aminoacidos en su N-terminal [49].

La identificacion de las mutaciones de STAT5B son asociadas con el complejo
sindrome clinico de Insensibilidad a la Hormona del Crecimiento (GHI por sus
siglas en inglés) y a la deficiencia inmunolégica firmemente establecida en los
seres humanos, por lo que STAT5B y STAT5A tienen ciertas funciones distintas y

no redundantes, a pesar de su alto grado de identidad. Aun no se han identificado
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mutaciones humanas en STAT5A [50]. STAT5A fue identificado originalmente
como un factor de la glandula mamaria que aumenta la expresion de la proteina
de la leche por induccion de la prolactina y se ha informado de que se asocia con
cancer de mama y prostata. La deficiencia de STAT5A da como resultado un

deterioro de la diferenciacion de células mamarias [51].

STAT5A es altamente serina-fosforilado en células humanas de Leucemia
Mieloide Crénica. STAT5B también alberga un sitio serina en la posicion 779 en el
TAD, pero muestra diferencias esenciales a STAT5A como el motivo no esta
flanqueado por prolinas. El papel de este sitio de fosforilacion no ha sido tratado
hasta ahora [52]. El de la translocacién de STAT5B al nucleo siguen siendo
desconocidos, pero se acepta generalmente que STAT5B puede ser transportado
al nucleo en un heterodimero con STAT5A y que una sobre estimulacién por la

hormona de crecimiento genera homodimeros de STATSB (Figura 5) [53].
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Figura 5. STAT5 el nodo central de sefalizacion en la leucemia BCR-ABL+. La
activacion candnica de STAT5 comienza en la membrana celular con citoquinas que se
unen a receptores especificos. JAK2 media la fosforilacién del receptor en el extremo
citoplasmatico y asi STAT5 es activado. Las proteinas STAT5 activadas forman dimeros
homo o hétero paralelos (STATS5A/A; STAT5A/B; STAT5B/B) a través de sus dominios
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SH2 y se translocan al nucleo para unirse al DNA. En la leucemia inducida por BCR-ABL
se produce una translocacion entre los cromosomas 9 y 22 y da como resultado una
tirosina cinasa citoplasmica de fusién activada constitutivamente, favoreciendo la
transcripcion de genes que son esenciales para la proliferacién, supervivencia (BCL-xL),
diferenciacion, resistencia a drogas, diferenciacion y metabolismo (Adaptado de Berger A
y Col. 2014).

STATSb se ha asociado con estadios avanzados de tumores, infiltracién venosa y
mal prondstico en el carcinoma hepatocelular [54] y con el tamafio del tumor en el
cancer de pulmén. Se ha asociado a metastasis en cancer colorrectal y con
tumorigénesis y progresion en glioblastoma multiforme [55]. En cuanto a las
enfermedades pancreaticas, STATS5 se ha informado de estar asociado con
diabetes mellitus y activado en su isoforma STAT5b pero no STAT5a [56].
Expresiones de mRNA y la proteina de STAT5b han sido detectadas en ocho tipos
de células de cancer de pancreas y se ha localizado tanto en el citoplasma como
en el nucleo de éstas células. Estudios revelan que hay fosforilacion de STATSb
en células de cancer de pancreas e indican que STAT5b se encuentra activado

constitutivamente en éstas [57].

Las mutaciones somaticas STAT5B se han descubierto en la leucemia linfocitica
granulosa granulosa, en la leucemia promielocitica y en la leucemia linfoblastica
aguda T, donde se pueden esperar mas mutaciones durante el trayecto de la
leucemia. La expresidén excesiva de las formas de STATS5B mutadas resulta en un
aumento de la actividad transcripcional y se asocié con resultados de enfermedad
pobre. Sorprendentemente e interesantemente, la mayoria de las mutaciones
ocurren en el dominio SH2 de STATS5B, siendo la mutacion puntual N642H la mas
frecuente [53]. Ademas, en la leucemia promielocitica aguda, STATSB se
transloca y se fusiona con el receptor de &acido retinoico (RAR) alfa con la

sefalizacion potenciada mediante STAT3 [58].

Recientemente se ha descrito que el profarmaco Pomstafib-2 inhibe
selectivamente la fosforilacién de tirosina de STATS5b en células de leucemia
humana e induce apoptosis de una manera dependiente de STATS5, siendo un
inhibidor selectivo de la activacion STAT5b. Tal estudio demuestra que la
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inhibicion de STATS5b reduce la proliferaciéon de células tumorales mas que la
inhibicién de STAT5a [59].

1.14 El Gen BCL-xL

Las proteinas de la familia BCL-2 regulan la apoptosis principalmente en la
membrana externa mitocondrial a través de la via apoptdtica intrinseca. Estas
proteinas se dividen en tres clases basadas en sus dominios de BH (BCL-2) y
funcion: anti-apoptotica [BCL-2, BCL-xL, BCL-W, MCL-1, BCL2A1 BFL-1, A1) y
BCL-B], efectores pro apoptdéticos de multiples dominios (BAX y BAK) y proteinas
BH3-solas (por ejemplo, BIM y NOXA). La inhibicion de la apoptosis se logra
secuestrando proteinas pro apoptoticas y evitando asi la permeabilizacion de la
membrana externa mitocondrial. [60]. Cuando se sobreexpresa, Bcl-xL es
responsable de la supervivencia de las células tumorales, no so6lo debido a su bien
documentado efecto inhibidor de la funcién Bcl-2-associated X protein (Bax), sino
también debido a su capacidad para estimular la autofagia. Estas funciones de
Bcl-xL estan reguladas por modificaciones postraduccionales, tales como la
desamidacion de dos residuos del aminoacido asparagina (Asn) y la interacciéon de
Bcl-xL con la pequefia GTPasa Rab7, a través de un dominio distinto del sitio de
uniéon a BH3 implicado en la interaccion con otros miembros de la familia Bcl-2

como Bax [61].

Se ha sugerido que BCL-XL ejerce funciones citoprotectoras secuestrando una
reserva citosolica del factor de transcripcion p-53 apoptotica y uniéndose al canal
anionico dependiente de la tensién 1 (VDAC1), inhibiendo la llamada transicion de
permeabilidad mitocondrial (MPT). Asi, BCL-XL parece desempefiar un papel
prominente en la regulacion de multiples tipos distintos de muerte celular,
incluyendo apoptosis y necrosis regulada. Recientemente se ha demostrado que

BCL-XL modula una serie de procesos fisiopatolégicos, incluyendo, pero sin
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limitarse la sintesis de ATP mitocondrial, acetilacion de proteinas, autofagia y

mitosis [62].

Las proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 y Bcl-XL inhiben la liberacion del citocromo C
(cyt-C), mientras que Bcl-2-associated X protein (Bax), Bcl-2 homologous
antagonist/killer (Bak) y BH3 interacting domain death agonist (Bid), todas pro-
apoptéticas, promueven su liberacion de Ilas mitocondrias. Cyt-C vy
desoxiadenosintrifosfato  (dATP) se unen al factor activador de la proteasa
apoptética (Apaf-1) para formar una molécula multimérica. Complejo que recluta y
activa la procaspasa 9, que a su vez activa la caspasa 3, dando lugar a la

apoptosis celular (Figura 6) [63].
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Figura 6. Mecanismo de La Proteina BclIXL en la inhibicion de la apoptosis mediada
por Bax, Bak y Bid. Este mecanismo evita la liberacion deL Cyt-c y Apaf, bloqueando de
esta forma la cascada de las caspasas (Tomado y modificado de Musumeci G y Col.
2015).

Supervivencia de la célula.
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Se ha demostrado que STATS es la via mas importante para la regulacion de
BCL-XL en lineas celulares de leucemia y células de pacientes con Leucemia
Mieloide Crénica (LMC). En células de LMC que expresan p210BCR-ABL, tal
como la linea celular K562, STATS esta constitutivamente activado y BCL-XL esta
sobreexpresado. Ambas condiciones son necesarias para la proliferacion vy

resistencia a la apoptosis y supervivencia de las células de LMC [48].

Estudios recientes indican que el Acido Ursélico (AU) induce apoptosis en las
células K562. Este proceso apoptotico se acompafna de regulacion a la baja de la
expresion de Bcl-xL y Mcl-1, asi como desfosforilacion de Bad. Estos eventos
estan asociados con la inhibicion de STAT5, que esta parcialmente mediada por la
expresion elevada del represor transcripcional Gfi-1. Cuando se silencia Gfi-1 se
suspende la habilidad del AU de disminuir la expresién de STAT5B y se debilita la
apoptosis que induce el AU [64].
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Il JUSTIFICACION

La leucemia linfoblastica aguda es un padecimiento oncopatoléogico que
representa un problema de salud publica en México. Su incidencia ha ido en
aumento en los ultimos afios y afecta principalmente a nifios y adultos mayores

presentando un alto indice de mortalidad.

La identificacion del tipo de LLA es un paso fundamental para decidir el
tratamiento mas adecuado y establecer el prondstico de la enfermedad. Para esto
es importante contar con la suficiente informacion de la causa molecular de este
padecimiento, ya que esta estrechamente ligada a genes responsables de su
aparicion. La determinacién de la expresion de genes de fusion como TEL-AML1 y
su correlacion con la expresion de las proteinas STAT5 y BCL-XL pueden ser de
gran ayuda al estandarizar métodos mas exactos, sensibles y eficaces en el

diagnostico y prondstico de la LLA.

La determinacién en cada paciente con leucemia linfoblastica aguda de novo de
las alteraciones moleculares de buen o mal prondstico, sera determinante para
elegir que esquema quimioterapéutico aplicara el médico hematdlogo. De esta
manera, el paciente tendra mas oportunidades de aumentar su supervivencia,
pero ahora, libre de enfermedad y por consiguiente, mejorar su calidad de vida.
Por otro lado la asociacidon entre tales alteraciones moleculares, la medicién de la
expresion génica de genes clave y el patron inmuofenotipico traeran una mayor
comprension de los eventos oncogénicos y ademas sentar las bases de una

clasificacion futura que incluya dicha relacion.
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IIl. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ La expresion de STATS5B y BCL-XL se relaciona con los marcadores de prondstico?

IV HIPOTESIS

La expresién de los genes STAT5B y BCL-xL es menor en pacientes que

expresan el marcador molecular de buen prondstico TEL-AMLA1.
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V OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Evaluar la expresion de STAT5B y BCL-xL en pacientes con leucemia

linfoblastica aguda con y sin expresion del gen de fusion TEL-AMLA1.

5.2 Objetivos especificos
* Determinar la presencia de TEL-AML1 en pacientes con leucemia
linfobastica aguda.
» Establecer el numero de ciclos donde se alcanza la fase exponencial en la
PCR de los genes ABL, STAT5B y BCL-XI.
+ Semi-cuantificar la expresion de STAT5B y BCL-xL .
* Determinar si la expresion de STAT5B y BCL-xL se relaciona con factores

pronaostico.
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VI MATERIAL Y METODOS

6.1 Disefio Experimental

Estudio transversal y observacional, en un grupo de pacientes con leucemia

linfoblastica aguda de estirpe “B”.

6.2 Sitio de Estudio

Departamento de Hemato-Oncologia del Hospital de General de Morelia del
Hospital Infantil “Eva Samano de Lopez Mateos” y un paciente del Hospital Civil
“Dr. Miguel Silva”, Laboratorio de Citopatologia Molecular de la Division de
estudios de Posgrado de la Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio

Chavez” de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

6.3 Muestra

Se seleccionaron 13 pacientes del Servicio de Hemato-Oncologia del Hospital de
General de Morelia del Hospital Infantil “Eva Samano de Lopez Mateos” y un
paciente del Hospital Civil “Dr. Miguel Silva” con diagndstico establecido de
leucemia linfoblastica aguda; de los cuales, 7 expresan el gen de fusién TEL-
AML1, 1 expresa el gen de fusion BCR-ABL y 6 no expresan ninguno de estos dos

genes.

6.4 Criterios de Inclusion
e Diagnostico de leucemia linfoblastica aguda con analisis morfolégico e
inmunofenotipico de las células de médula 6sea.

¢ Sin tratamiento antineoplasico previo.
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6.5 Criterios de exclusion
e Leucemia mieloblastica aguda, leucemia linfoblastica aguda estirpe “T” o
leucemia aguda bifenotipica.

e Pacientes cuyo tutor, en su caso, no deseo participar en el estudio.

6.6 Criterios de eliminacion
e Muestras con viabilidad celular menor al 90%

e Pacientes que ya no desearon participar en el proyecto.

6.7 Descripcion de las variables

e Variable independiente. Nivel de expresion de los genes ABL, STAT5B y
BCL-xL.

e Variable dependiente. Factores prondstico y de riesgo al diagndstico.

Estado clinico actual.

6.8 Procedimientos

Al sospecharse de leucemia aguda los pacientes fueron hospitalizados. Los
meédicos Hematdlogos y Oncdélogo Pediatras, asi como personal del Laboratorio
Clinico notificaron el ingreso de los pacientes con diagnéstico presuntivo de LLA
para obtencidn de muestra. En algunos casos la muestra fue tomada de una
alicuota de muestras previas obtenidas para estudios de laboratorio dentro del
hospital, evitando asi, puncionar nuevamente al paciente. Una vez obtenidas, las
muestras fueron remitidas al Laboratorio de Citopatologia Molecular del
Departamento de Posgrado de la Facultad de Ciencias Médicas y Biolégicas “Dr.

Ignacio Chavez” para su analisis molecular.

Previo al estudio molecular, se estandarizaron los métodos de extraccion de RNA
y las condiciones de amplificacion de los genes blanco (ABL, STAT5B y BCL-XL)

utilizando para ello, la linea celular K562 como un control positivo.
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Figura 7. Esguema general de trabajo.

6.8.1 Clasificacion de los pacientes.

El diagnéstico de la leucemia linfoblastica aguda es integral por lo cual se requirid
realizar la valoracion morfolégica empleando frotis de sangre y/o médula ésea
tefAidos con colorante de Wright. El diagndstico morfolégico se realizé con base a
los criterios establecidos por el grupo FAB. El analisis inmunofenotipico se llevé a
cabo el método de citometria de flujo. Para la evaluacién molecular se determiné
la expresiéon de TEL-AMLL1 por RT-PCR.

6.8.2 Caracteristicas clinicas

Las caracteristicas clinicas determinadas como “factores prondsticos” tales
como: edad, cantidad de leucocitos al diagnéstico, CD10, CD33, Inmunofenotipo y
la expresion de TEL-AML1 y estado actual fueron recabados de los pacientes del
expediente clinico y de los resultados obtenidos por Alvarado y Col. [68]. Los
factores prondsticos correspondientes a los pacientes que expresan y que no

expresan TEL-AML1 se muestran en las tablas 3 y 4.
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6.8.3 Inmunofenotipo por citometria de flujo.

Las muestras de sangre periférica y/o médula 6sea se filtraron y se realizé una
diluciéon 1:5 con solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) y posteriormente se
contaron los leucocitos empleando un contador automatizado. Doscientos
cincuenta mil leucocitos se colocaron en cada tubo (la cantidad de tubos sera de
acuerdo al grupo de anticuerpos que se emplearon dependiendo del subtipo de
leucemia y luego se adicionaron los anticuerpos especificos conjugados a
Isotiocianato de Fluoresceina (FITC): CD3, CD5, CD10, CD34, CD20, Ig M
citoplasmatico, TdT, y Ficoeritrina (PE): CD2, CD7, CD22, CD13, CD33, CD79a,
CD78, PerCP, con el anti-CD45PercP como seleccionador de los blastos en cada
tubo. Para identificar los antigenos intracelulares, las células se incubaron con
solucion fijadora (50 yL) durante 15 min a 4°C, luego se adicion6 el anticuerpo y
50 pL de solucion permeabilizadora. Se incubd durante 20 min en refrigeracion y
después se agregd 1 ml de soluciéon de lisis y se incub6 15 min en refrigeracion.
Enseguida se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 min, se desechd el
sobrenadante y se agreg6é 500 uL de PBS centrifugando a 1000 rpm por 5 min.
Finalmente se resuspendieron las células con 350ul de PBS, se adquierieron en el
citometro de flujo y se analizaron empleando el programa Expo32 (Beckman
Coulter, Inc. Miami Florida, USA).

6.8.4 Lisis de glébulos rojos

Un mL de muestra de MO o sangre periférica se colocé en tubo Eppendorf de
12 mL y se le adiciond solucion de lisis de globulos rojos (NH4Cl) en
proporcion 1:10, se incubd durante 20 min a 4°C y se centrifugé a 2500 rpm
durante 5 min. Se elimin6 el sobrenadante, el botén celular se resuspendié con
solucion Buffer de fosfatos (PBS) y centrifugé a 2500 rpm durante 25min. El

botdn celular se resuspendié en 1 mL de solucion PBS.
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6.8.5 Determinacion de viabilidad y cuenta de glébulos blancos

La cuenta de glébulos blancos se realizé diluyendo en razén 1:40 la muestra
obtenida de la lisis de glébulos rojos en azul tripano al 1% y empleando la
camara de Neubauer para su cuantificacion. La determinacion de viabilidad se
realizd contando las células teiidas de azul con respecto al total de células
analizadas en la camara de Neubauer, dado que, solo las células muertas
permiten el paso de este colorante y adoptan esta coloracién. Sélo las muestras
con viabilidad superior al 90% fueron seleccionadas para continuar en el

estudio.

6.8.6 Extraccion del ARN

El acido ribonucleico (RNA) total se obtuvo por el método de TriPure Isolation
Reagent ® Roche, siguiendo las indicaciones del fabricante con algunas
modificaciones. Diez millones de leucocitos obtenidos por lisis de glébulos rojos se
colocaron en tubo Eppendorf de 1.5 Ml y se lisaron con 1 ml de TriPure. Se dej6
en reposo 5 min a temperatura ambiente, se adicionaron 200 pl de cloroformo y se
agitdé con la mano vigorosamente durante 1 minuto. A continuacion se mantuvo en
reposo 3 min a temperatura ambiente y se centrifugdé a 12,000 rpm durante 15 min
a 4°C. La fase acuosa (capa superior) se transfierié a otro tubo Eppendorf de 1.5
mL y se afadié 500 uL de isopropanol grado biologia molecular, se mezclo
suavemente, se incub6 durante 10 min a temperatura ambiente y se centrifugd a
12,000 rpm durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se elimind y el precipitado se
lavd dos veces con 1 ml de etanol grado biologia molecular al 75%,
resuspendiéndolo con vortex y centrifugando la primera vez a 7500 rpm durante 5
min a 4°C y la segunda a 12000 rpm durante 5 min a 4°C. Al botén de RNA se le
elimind el etanol, decantando y dejando evaporar durante 10 a 15 min. Finalmente,
el RNA se disolvio en 20 pl de agua libre de RNAsas y se almacend en ultra-

congeldor a -70°C hasta su uso.
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6.8.7 Cuantificacion y determinacién de pureza del RNA

El RNA se diluyé 1:100 en agua inyectable y se leyé en espectrofotometro de UV,
empleando una cubeta de 1 cm de paso de luz a una longitud de onda de 260 nm.
Una unidad de absorbancia equivale a 40 ug de RNA /ml. EI RNA tiene un maximo
de absorcion a 260 nm, mientras que las proteinas contaminantes absorben a 280
nm. La relacion de absorbancia entre 260 nm/280 nm, da una estimacion de

pureza del RNA. Soluciones de RNA puras presentaron valores mayores a 1.7.

6.8.8 Sintesis de cDNA

La sintesis del acido desoxirribonucleico complementario (cDNA) se realizd de
acuerdo al estuche GeneAmp® RNA PCR, con algunas modificaciones. En un
tubo Eppendorf se colocaron por cada reaccion, 2 ug de RNA, mas 0.5 pg de la
solucion Hexameros al azar (Random Hexamers), adicionando agua aforando a
10 uL. Después se calentaron a 65°C durante 10 minutos y se puso en hielo. Por
otro lado, se prepard en otro tubo la mezcla de reaccion que contiene solucion
amortiguadora 1X, 1 mM de desoxinucleétidos trifosfato (dNTP’s), 20 U de
inhibidor de RNasas, 4 U de enzima retrotranscriptasa inversa y se completaron a
un volumen de 10 pyL con agua. Después, la mezcla de reaccion se agrego al
primer tubo, se incubd a 37°C durante 60 min y después a 93°C durante 5 min
empleando un termociclador. EI cDNA se almacendé en congelador a -20°C hasta

SU USO.
6.9 Estandarizacion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

6.9.1 Determinacion de TEL-AML1y BCR-ABL p190

Para la determinacion de los genes de fusion TEL-AML1 y BCR-ABL p190 en los
pacientes que no contaban con caracterizacion la PCR se realizé de acuerdo a lo
informado por Dongen y Col. [65], con algunas modificaciones. En un tubo de

reaccion Eppendorf se colocaron 2 uL solucion amortiguadora o PCR Buffer (20
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mM Tris HCI, 50 mM KCI, pH 8.3), 0.2 mM dNTP’s, 0.5 U Taq polimerasa
(Quiagen®, Multiplex PCR Kit), 2.5 mM MgCl2, 10 mM oligos A-B para cada
translocacion (tabla 1), 2 yL de cDNA y agua destilada hasta alcanzar un volumen
final de 20 pL. La amplificacion se realizé durante 1 ciclo a 95°C durante 5 min,
luego 35 ciclos a 94°C durante 30 s, 65°C durante1 min y 72°C durante1 min. La
PCR se realizé de acuerdo a lo informado por Dongen y Col. [65]. Una vez que se
obtuvieron las condiciones 6ptimas para la amplificacién de los diferentes genes,
se procedid al analisis de los pacientes con leucemia linfoblastica aguda sin
determinacién de los genes de fusién. El gen ABL se empled como control interno
en cada una de las reacciones. Finalmente se llevé a cabo una segunda serie de
PCR (PCR anidada) tomando una alicuota de la primera reaccion y sometiéndola
a condiciones similares de la primera reaccion pero con el empleo de los
iniciadores internos C-D. En lugar del cDNA, se tomaron 2 pyL de producto de

PCR de la primera amplificacion.
6.9.2 Amplificacion de ABL, STAT5B y BCL-xL

Para la estandarizacion de la PCR para los genes ABL, STAT5B y BCL-xL se
utilizé la linea celular K562 como control positivo de la expresion de estos genes,
por lo que se realizd extraccibn de RNA vy sintesis de cDNA por los métodos
anteriormente descritos. En tubo Eppendorf se colocaron 2 pL de solucion
amortiguadora 10X (PCR Buffer), 2 uL de CoralLoad PCR Buffer 10X, 0.25 mM de
dNTP’s, 0.5 U de la enzima Taq Polimerasa (Quiagen®, Multiplex PCR Kit), los
iniciadores F y R para cada gen (2 yL del oligo F y 1 pL del oligo R para el gen
ABL; 1 yL del oligo F y 1 uL del oligo R para BCI-XL; 1 yL del oligo F y 2 uL del
oligo R para STST5B), 2 yL de cDNA de la linea celular K562 y se afor6 a 20 uL

con agua destilada. La secuencia de los iniciadores se observa en la Tabla 1.

Para el gen control ABL la amplificacion se realiz6 de la siguiente manera: 1 ciclo
a 94°C durante 5 min, luego 30 ciclos a 94°C durante 1 min, 55°C durante1 miny
72°C durante 1 min y posterior mente 1 ciclo 72°C durante 3 min de extensién

final, segun las condiciones descritas por Roche-Lestienne C y Col. [66] con
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algunas modificaciones, en el cual, se ajusté la temperatura de alineacién de los
iniciadores para optimizar la amplificacion, empleando para ello el programa “Oligo

Analyzer”.

Para el gen STAT5B la amplificacion se realizé de la siguiente manera: 1 ciclo a
94°C durante 5 min, luego 25 ciclos a 94°C durante 45 seg, 56°C durante 45 seg y
72°C durante 1 min y posterior mente 1 ciclo 72°C durante 3 min de extension
final, segun las condiciones descritas por Baskiewicz-Masiuk M y col. [67] con

algunas modificaciones.

Para el gen BCL-XL la amplificacion se realizé de la siguiente manera: 1 ciclo a
94°C durante 5 min, luego 25 ciclos a 94°C durante 1min, 55°C durante 1 min y
72°C durante 1 min y posterior mente 1 ciclo 72°C durante 3 min de extension
final, segun las condiciones descritas por Gutiérrez-Castellanos S y col. [48] con
algunas modificaciones. Las condiciones descritas para estos genes se resumen

en la Tabla 2.

Los productos de amplificacién se analizaron por electroforesis en gel de agarosa
al 1.5% y posteriormente, para obtener una mejor imagen, en gel de Poliacrilamida
al 10%. Se colocaron 10 yL de producto de PCR en los geles mencionados y se
corrieron en solucion de TAE y TBE respectivamente a 95 voltios durante 50 min.
Posteriormente se tind con bromuro de etidio al 0.01% y se observé el gel en un
fotodocumentador modelo Chemi-Doc XRS system de la marca Biorad (Milan,
Italia), empleando el programa Quantity One Chemi-Doc XRS system para la
obtencién de imagenes y observar la presencia del amplificado en su respectivo
carril y al peso en pares de bases esperados, siendo comparado con el marcador
de peso molecular (PM) de 1Kb. Al encontrarse una banda al peso en pb

esperado, la amplificacion y expresion del gen blanco se determina positiva.

Para la semi-cuantificacion de la expresion de los genes ABL, STAT5B y BCL-XL
se empled el programa Quantity One 4.4 Chemi-Doc XRS system, en el que se
midio la intensidad de las bandas de las muestras corridas en gel de poliacrilamida
(Figura 8).
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Tabla 1. Iniciadores para la determinacion de los genes ABL, STAT5B, BCL-xL, TEL-
AML1y BCR-ABL p190.

mRNA

Nombre del gen Primers Forward Primers Reverse Tamafio de producto de PCR
Abelson Human (ABL) 5-GAGGGCGTGTGGAAGAAATA-3’ 5-GCTGTGTAGGTGTCCCCT GT-3’ 413 pb
STAT5B Human 5-GTAAACCATGGCTGTGTGGA-3’ 5-AAATAATGCCGCACCTCAAT-3’ 111 pb
Bcl-xL Human 5-CGGGCATTCAGTGACCTGAC-3’ 5-TCAGGAACCAGCGGTTGAAG-3’ 320 pb
TEL-A 5-TGCACCCTCTGATCCTGAAC-3

ML1-B 5-AACGCCTCGCTCATCTTGC-3’ 298 pb/ 259pb
TEL-C 5-AAGCCCATCAACCTCTCTCATC-3

ML1-D 5-TGGAAGGCGGCGTGAAGC-3’ 181 pb/ 142 pb
BCR-el1-A 5-GACTGCAGCTCCAATGAGAAC-3

ABL-a3-B 5"-GTTTGGGCTTCACACCATTCC-3 521 pb/ 347 pb
BCR-e1-C 5-CAGAACTCGCAACAGTCCTTC-5

ABL-a3-D 5-TTCCCCATTGTGATTATAGCCTA-3’ 381 pb/ 207 pb

Tabla 2. Condiciones de corrida en el Termociclador Palm Cycler.

Geh Programa Actlvaclén  Desnaturallzacidn Allneaclon Extensidn Extensidn Final
ABL Cidos 1 23 1
Temperatura QaEC QaEC 553C 72%C 72°C
Tiempo Smin 1min 1min 1min Imin
STATRE Cidos 1 24 1
Temperatura ol oC ol 56°C 72°C 72°%C
Tiempo S min 45 9ag 45 9ag 1min Imin
BCL-XL Cidos 1 25 1
Temperatura QlEC BLEC 55°C 72°C 72°C
Tiempo Smin 1min 1min 1min Imin
TEL-AML1 [Cidos 1 35
Temperatura 95 °C 04 65 °C 72°C No requiere.
Tiempo 5 min 30 ==g 1min 1min
BCR-ABL Cidos 1 25
Temperatura 95°C 94°C B5°C 72°C Mo requiere.
Tiempo 5 min 30 ==g 1min 1min
PCR Anldada
TEL-AML1 |[Cidos 1 25
Temperatura 95°C 94°C 65°C 72°C Mo requiere.
Tiempo 5 min 30 =g 1 min 1min
BCR-ABL Cidos 1 25
Temperatura 95°C 94°C 65°C 72°C Mo requiere.
Tiempo 5 min 30 =g 1 min 1min
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6.10 Método Estadistico

Se realizaron tablas de contingencia para buscar asociacion entre las
caracteristicas clinicas y la expresién de TEL-AML1. Se empled la correlaciéon de
Pearson para encontrar correlacion entre la expresion de STAT5B y BCL-XL y los

factores de prondstico.
6.11 Consideraciones Eticas

Los pacientes fueron incluidos sélo bajo su previo consentimiento o el de su tutor.
El médico tratante les explicé en que consiste el trabajo y qué se requiere para el
estudio de las alteraciones moleculares, para lo cual firmaron la carta de
consentimiento en la que estuvieron de acuerdo en participar en el proyecto. Para
el estudio se utilizaron las mismas muestras de médula 6sea y/o sangre periférica
que se toman para el diagnostico y su vigilancia clinica, por lo que no implicé una
intervencion adicional para el paciente. Los aspirados de médula d6sea lo
realizaron los médicos de base adscritos al servicio, con las medidas necesarias
para prevenir cualquier complicacién. Se solicitdé autorizacion por escrito para

realizar el estudio.

6.12 Recursos Fisicos y Materiales

El Laboratorio de Citopatologia Celular y Molecular de la Division de Estudios de
Posgrado de la UMSNH se compone de un area fisica con las condiciones,
infraestructura e instrumentos necesarios y adecuados para el desarrollo del
proyecto. Cuenta principalmente con Citometro de Flujo FACS Altra (Beckman-
Coulter, Inc. Florida, USA), campana de flujo laminar, termociclador, congeladores
y ultracongeladores, centrifugas clinicas y microcentrifugas. Se conté con todo el
equipo y reactivos necesarios gracias al apoyo de los responsables de los
laboratorios de Genética Microbiana, Hemostasia y Biologia Vascular y de
Marcadores Moleculares en Neoplasias , quienes nos brindaron apoyo y asesoria
para realizar las metodologias descritas en esta Tesis. No se genero ni se solicitd
ningun gasto para los pacientes o familiares.
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VIl RESULTADOS

7.1 Datos clinicos de los Pacientes

Se incluyeron 14 pacientes con leucemia linfoblastica aguda de novo y se
distribuyeron en dos grupos: los que expresaron el gen TEL-AML1 (7 pacientes) y
los que no lo presentaron (7 pacientes), dentro del cual, 1 expresé el gen de fusion
BCR-ABL p190. Siete pacientes (50%) fueron del sexo masculino y 7 (50%) del
sexo femenino, con rango de edad de 10 meses a 28 anos (Figura 8). Al
agruparse los pacientes por grupos etarios de importancia pronostica, se encontro
que el grupo de menores de 1 afio y mayores de 10 afos fueron 6 (43%) y los

mayores de 1 afo y menores de 10 afios fueron 8 (57%).

Distribucion por sexo Distribucion por edad

O

B<1lafioa>10afies =>lafioa <10 afios

E Masculine = Femenino

Figura 8. Distribucién por sexo y edad de los pacientes.

El recuento de leucocitos en sangre periférica al diagnostico se empleé como
factor prondstico. La cuenta de referencia de menos de 50,000 leucocitos/pL es de
buen prondstico. En el presente estudio se encontraron 11 casos (78.6%) mayor a
50,000 leucocitos/uL y 3 casos (21.4%) menor a 50,000 (Figura 9). El porcentaje
de blastos encontrados en el frotis de sangre periférica fue reportado con un rango
de 0-90%. En el grupo de los pacientes que expresaron TEL-AML1 todos

reportaron presencia de blastos en sangre periférica y en el grupo de pacientes
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que no expresaron el TEL-AML1, 3 pacientes no reportaron presencia de blastos

en sangre periférica al diagnéstico.

Leucocitos al Diagnostico

= > 50,000 = <50,000

Figura 9. Recuento de leucocitos al diagndstico.

Los valores de hemoglobina y de plaquetas son parametros importantes al
diagndstico, dado el riesgo de hemorragia y cor anémico. Se clasificé el grado de
anemia y trombocitopenia de los pacientes: 4 (28%) no presentaron ningun grado
de anemia (Hb > 11.0 mg/dL), 1 (7%) presenté anemia leve (Hb 10-11 mg/dL), 5
(36%) presentd anemia moderada (Hb 7-10 mg/dL) y 4 (29%) presentaron anemia
severa (Hb < 7 mg/dL). Dos pacientes (14%) no presentaron trombocitopenia (>
150 plaquetas/mm3), 1 (7%) presentd trombocitopenia leve (100,000-
150,000/mm?3), 3 (22%) moderada (50,000-100,000/mm?3), 2(14%) grave (20,000-
50,000/mm3) y 6 (43%) muy grave (< 20,000/mm3) (Figura 10).
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Anemia Trombocitopienia

B 5in trombocitopenia

H Sin anemia

43% B Leve

H[eve
® Moderada = Moderada

Severa
' Grave

Muy grave

Figura 10. Clasificacion de los pacientes por grado de anemiay trombocitopenia.

El indice de DNA se asocia a la tasa de proliferacion de la clona leucémica y se
clasifica en cuatro grupos para su estudio: a) < 1.0, b) de 1.0, c)de 1.1 a 1.5y d)
>1.16. Se pudo obtener el resultado del indice de DNA de 6 pacientes que
expresaron el TEL-AML1, encontrando que cinco casos presentaron el indice de
DNA de 1.000 y un caso de 1.213; mientras que del grupo de pacientes negativo
al TEL-AML1, uno presentd el indice de DNA mayor a uno y los demas fueron de
uno (Tabla 4). La fraccién proliferativa determinada por la fase S del ciclo celular
que se considera de importancia prondstica al presentar valores mayores a 6.8, se
asocia a mala respuesta en la induccion a la remision. De nuestro grupo de
pacientes que expresé TEL-AML1, a 4 casos fueron >6.8, mientras que ninguno
de los pacientes negativos al TEL-AML1 present6 resultados mayor a 6.8 (Tabla
4).

En relacién a la clasificacion inmunofenotipica, dentro del grupo que expresé TEL-
AML1, se distribuyeron en 2 casos de LLA B temprana, 3 de LLA Pre B, un caso
de LLA T y un caso que no se determiné su inmunofenotipo. En estos pacientes la
co-expresion de CD33 se presentd en 1 paciente, mismo que fue el Unico que co-
expresé CD13. La expresion de CD10 fue positiva en 5 (Tabla 4). Al final del

estudio el estado actual documentado es de 3 pacientes fallecidos.
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Tabla 3. Factores clinicos y de pronostico.

TEL-AML1 Positivos Edad Leucocitos % de Blastos Hb.al Dx. Plaquetas al Dx. DHL Estado actual
VSIM 7 9900 12 11.9 174 1155 Finado
DPJ 8 10000 87 13.1 21 1302 Finada
IGEG 8 169330 91 7.9 23 9680 Finado
MGFJ (1) 16 14150 66 11.1 124 623 Vivo
MGFJ (2)

ZRlJ 2 2710 30 10.9 50 613 Viva
GNAA 10 6900 85 5.2 29 524 Viva
CRC 6 23000 45 4.8 9.7 498 Viva
TEL-AML1 Negativos Edad Leucocitos %de Blastos  Hb.alDx. Plaquetas al Dx. DHL Estado actual
PCPD 4 3500 0 9.2 163 Sin dato Viva
HTG 14 3200 0 9.3 14 Sin dato Vivo
TKDK 5 66590 32 6.2 88 Sin dato Viva
ARM (1) 10 5620 53 8 78 853 Vivo
ARM (2)

ZVRJ 0.9 4460 0 11.3 4.4 1741 Viva
ZRSI 5 2720 34 7.8 59 3906 Vivo
VBA (BCR-ABL +) 28 54000 90 6.4 10 Sin dato Finado

Tabla 4. Informacién inmunofenotipica y del ciclo celular

TEL-AML1 Positivos

Inmunofenotipo

cDh13

% Células
Malignas

indice de DNA

% Fase S

VSIM No determinado Sin dato Sin dato Sin dato Sin dato Sin dato Sin dato
DPJ LLA Pre B temprana | Positivo Positivo Positivo 97.9 1,213 5.7
IGEG LLAT Negativo | Negativo | Negativo 76.1 1,000 16.5
MGFJ (1) LLA Pre B Negativo [ Negativo | Positivo 95.2 1,000 9.9
MGFI (2)

ZR1J LLA Pre B Negativo Negativo Positivo 91.6 1,000 3.9
GNAA LLA Pre B Negativo Negativo Positivo 93.1 1,000 12.9
CRC LLA Pre B temprana | Negativo | Negativo Positivo 52.9 1,000 6.9
TEL-AML1 Negativos Inmunofenotipo T;I(a:ﬁ:::: indice de DNA  %Fase S
PCPD LLA Pre B Negativo | Negativo Positivo 83.9 1,202 2.9
HTG LLA Pre B Negativo Positivo Positivo 99.1 1,000 0.8
TKDK Leucemia Aguda Positivo Positivo Negativo 41.9 1,000 0.9
ARM (1) LLA Pre B Negativo | Negativo | Positivo 96.3 1,000 3.1
ARM (2)

ZVRJ No determinado Sin dato Sin dato Sin dato Sin dato Sin dato Sin dato
ZRSI No determinado Sin dato Sin dato Sin dato Sin dato Sin dato Sin dato
VBA (BCR-AB +) No determinado Sin dato Sin dato Positivo Sin dato Sin dato Sin dato
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7.2 Calidad del RNA

Las muestras de RNA de los pacientes que se incluyeron, presentaron buena
calidad, la cual se evalué por su pureza, es decir, la relacion entre las
concentraciones de ARN:Proteina, que tuvo valores mayores a 1.7 . La integridad

se evaluo al observarse las bandas 28S, 18S y 5S (Figura 11).

Banda 28 S
Banda 18 S

Banda5 S

Figura 11. Integridad del ARN de pacientes con leucemia linfoblastica aguda. La
presencia de las bandas 28S y 18S en proporcion 2:1 identifica las muestras con buena
calidad. Se colocaron 2 pL de cada muestra en gel de agarosa al 1%, corridos a 100
volts durante 45 min, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados en luz UV en

fotodocumentador.

7.3 Determinacion de la expresion de TEL-AML1 y BCR-ABL p190

Se llevé a cabo la busqueda de la expresion de los genes de fusion TEL-AML1 y
BCR-ABL p190 por RT-PCR en 3 pacientes sin determinacién previa. De estos,
GNAA y CRC expresaron TEL-AML1 y VBA expres6 BCR-ABL p190 (Figura 12).
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Figura 12. PCR y PCR anidado para determinacién de TEL-AML1 y BCR-ABL p190.
El paciente GNAA no expres6 TEL-AML1 en la PCR sino hasta la PCR anidada. El
paciente CRC expresé dicho gen en la PCR y PRC anidada. El paciente VBA expreso
tenue el gen BCR-ABL p190 en la PCR y pronunciadamente en la PCR anidada.

7.4 Estandarizacién de la amplificacion y curva exponencial de ABL, STAT5B
y BCL-xL

Se realizé una curva de ciclos de PCR, empleando 20, 23 y 25 ciclos con cDNA de
la linea celular K-562 para determinar la fase exponencial de los genes ABL,
STATSB y BCL-xL, encontrando la cantidad de ciclos mas adecuada de 23, 24 y

25 ciclos, respectivamente (Figura 13).
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Figura 13. Determinacion del numero de ciclos para alcanzar la fase exponencial de
la PCR en los genes ABL, BCL-xL y STATS5B.

7.5 Semi-cuantificacion de ABL, STAT5B y BCL-xL

Se realizé PCR para los genes ABL, STAT5B y BCL-XL en los dos grupos de
pacientes en los ciclos determinados (23, 24 y 25 ciclos, respectivamente) de su
fase exponencial (Figura 14). En los pacientes ARM y MGFJ se realizd una
medicién adicional de seguimiento, cuando se encontraban al término de
induccién a la remisidén, para observar el comportamiento en la expresion de
genes de estos pacientes. Para evaluar de forma semi-cuantitativa la expresién de
los genes, se colocaron 10 pL del producto de PCR en gel de agarosa al 1.5% vy
poliacrilamida al 10% y se corrieron en el medio TBE a 100 Volts durante 50
minutos. Después de colocod el gel en Bromuro de etidio durante 10 min. Se
observo la aparicion de las bandas al peso molecular esperado y se midié la
intensidad de la banda de cada gen en los pacientes con y sin expresion de TEL-
AML1 utilizando el programa Quantity One Chemi-Doc XRS system (Figura 15) en
la cual se seleccionaron las bandas y los picos de intensidad para la obtencion de

valores.
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Figura 14. Expresion de ABL, STAT5B y BCL-XL en los 14 pacientes. a) Productos
de PCR de ABL (413 pb) a 23 ciclos en gel de poliacrilamida al 10%. b) Productos de
PCR de STAT5B (111pb) a 24 ciclos en gel de agarosa al 1.5%. c¢) Productos de PCR de
BCL-XL (320pb) a 25 ciclos en gel de poliacrilamida al 25%.
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Figura 15. Vista del gréafico del programa Quantity One Chemi-Doc XRS system para
la medicion de la intensidad de las bandas. a) Primero se identificaron las bandas a
evaluar y se alinearon, b) posteriormente se ajusté el pico de medicion, c) después de
tom6é como referencia la linea del marcador de peso molecular y finalmente d) se
obtuvieron los valores de la intensidad de cada banda.

La expresion semicuantitativa de STATS5B y BCL-xL se midi6 tabulé y mediante la

normalizacion de su expresion respecto a la expresion de su propio gen control
ABL, al cual denominamos indice de expresion de STAT5B (STAT5B/ABL) y BCL-

xL (BCL-xL/ABL) en cada uno de los pacientes. También se determiné la relacion

entre los niveles de expresion normalizados entre BCL-xL y STAT5B, porque la
expresion de BCL-xL depende de STAT5B (Tabla 5).
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Tabla 5. Valores de expresion de ABL, STAT5B y BCL-XL.

e | et
VSIM 107.35 116.1 125.19 1.166 1.081 1.078
DPJ 27.75 22.1 6.49 0.233 0.796 0.293
IGEG 124.92 78.7 136.26 1.09 0.63 1.731
MGFJ (1) 18.3 22.9 34.7 1.896 1.251 1.515
MGFI (2) 34.9 25 30.25 0.866 0.716 1.21
ZRlJ 27.3 118.4 152.9 5.6 4.336 1.291
GNAA 97.65 30.3 39.5 0.404 0.31 1.303
CRC 112.35 70.1 25.9 0.23 0.623 0.369
oA egaios OSSN Eedn areitn e ke e
PCPD 59.66 26.2 225.01 3.771 0.439 8.588
HTG 52.3 20.6 4.87 0.093 0.393 0.236
TKDK 74.47 32.6 35.3 0.474 0.437 1.082
ARM (1) 26.01 76.5 3.3 0.126 2.941 0.043
ARM (2) 123.2 52.45 37.6 0.305 0.4257 0.716
ZVRI 27.7 29.1 35.6 1.285 1.05 1.223
ZRSI 24.3 24.8 13.3 0.547 1.02 0.536
VBA (BCR-AB+) 54.3 57.3 79.4 1.462 1.055 1.385
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VIII ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron tablas de contingencia para buscar asociacion entre las

caracteristicas clinicas y niveles de expresion de los genes STAT5B y BCL-xL
respecto a la expresion de TEL-AML1. Solamente se encontré asociacion entre la

Fase S del ciclo celular respecto a la expresion de TEL-AML1 (P = 0.010, Tabla 6).

Tabla 6. Andlisis de medianas de las caracteristicas clinicas en los grupos de
pacientes que expresan y que no expresan TEL-AML1.

Estadisticos de prueba®

[2*[sig. unilateral}]

Indice Indice Indice Blastas LElulas
BCLL/STATS

BLLxL STATS B Edad |Leucocitos 5P Ond Malignas Hemoglobing (Plaguetas|AcUrico| DHL  |IndiceDMA] Fases
LU de Mann-Whitney 27.000 26000 215.000 21500 | 17.000 13.000 11 000 20000 23000 | 25.000 | 20000 | 11500 kL
W de Wilcowon B3.000 2000 [RLEH 49500 | 45000 41000 32.000 48000 1000 (51000 | 48000 | 32500 | 10000
2 =545 -.B30 =735 -.385 -958 -1476 =213 -575 =192 -193 | -578 -152 -1.558
Slg. asintotica 60D 549 ABd il 338 140 B3l 562 848 BA7 564 B79 011
(bilateral)
pienficacionaxacta | oo 523 S0 | 71 | e 165 a1 b S0 | oo | e | o1 | 0w

a. Wariable de agrupacion: TEL_AMLL

b. Mo corregido para empates.

8.1 Pacientes que expresan TEL-AML1

Se utilizé la correlacion de Pearson para buscar asociacién de las caracteristicas
clinicas y el nivel de expresion de los genes STAT5B y BCL-XL. Se encontré en el
grupo de los pacientes que expresaron TEL-AML1, correlaciéon directamente
proporcional entre los niveles de expresion de los STAT5B y BCL-XL (P = 0.000,
Figura 16). Asimismo, se encontré correlacion entre la cantidad de leucocitos al

diagnodstico y la cantidad de enzima deshidrogenasa lactica (DHL), el cual fue

directamente proporcional (P = 0.000, Figura 17).
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Figura 16. Correlacién de STAT5B y BCL-XL en pacientes con TEL-AML1. Se
considera que la correlacion es buena al obtener una R? de 0.954.
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Figura 17. Correlacién de leucocitos al diagnostico y DHL.

8.2 Pacientes que no expresan TEL-AML1

Se utilizd la correlacién de Pearson para buscar asociacion de la expresion de los
genes y las caracteristicas clinicas. Se encontré6 que hay correlacién entre la
expresion de BCL-XL y el indice BCL-XL/STAT5B (P = 0.000, Figura 18). También
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se encontré correlacion entre la cantidad de leucocitos y la cantidad de
hemoglobina al diagnéstico (P = 0.045, Figura 19), en la que la cantidad de

leucocitos es inversamente proporcional a la hemoglobina.
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Figura 18. Correlacién de BCL-XL y el indice BCL-XL/STAT5B.
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Figura 19. Correlaciéon de leucocitos y la cantidad de hemoglobina al diagndéstico.
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IX DISCUSION

Se considera que la expresiéon de TEL-AML1 en pacientes pediatricos con LLA es
un factor de buen pronéstico; no obstante hay algunos otros factores que pueden
influir en el estado de salud del paciente, tales como el estado clinico en que se
encuentra, estadio de la leucemia y el buen manejo del cuadro leucémico por

parte del médico, ademas de los cuidados que reciba.

Linka Y y Col. describieron como la expresion de TEL-AML1 puede contribuir
directa e indirectamente a alterar las células hasta convertirse en propensas a la
transformacién leucémica. Identificaron 56 genes afectados con efectos negativos
sobre la proliferacion y transporte celular, pero con efectos positivos sobre la
migracion celular, y respuestas de estrés, incluyendo el estrés inmunoldgico. Esto
nos indica que TEL-AML1 es el gen alrededor del cual se desarrolla la leucemia en
los pacientes que lo expresan. También exponen que en lineas celulares positivas
a TEL-AML1 que disminuyeron la expresion de este gen, indicaron también
diferencias de expresion para los genes implicados en la diferenciacion, apoptosis

y respuestas inmunes.

En nuestro trabajo encontramos que hay asociacion de la expresion de TEL-AMLA
con la Fase S del ciclo celular, lo que indica una mayor proliferacion relacionada

directamente a este gen.

La LLA, al igual que en otros tipos de cancer, exhibe pérdida de los controles de
proliferacion normal con las caracteristicas de las células inmaduras debido a un
bloqueo en su diferenciacién y apoptosis. En este sentido Addeo R y Col. [69]
refieren que p53 regula la apoptosis y la detencién del ciclo celular en G1a
progresion del ciclo celular esta regulada por las quinasas dependientes de ciclina
al activarse. Las mutaciones p53 estan implicadas en la etiologia de varios tipos
de tumores sélidos y pueden tener importancia prondstica en algunas neoplasias

hematoldgicas adultas. En las leucemias agudas de la infancia, las mutaciones
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p53 son infrecuentes en el momento del diagndstico, pero tienden a estar

asociadas con un pronaostico pobre.

Dado que la expresion de STATS5A/B influye positivamente en la expresién de
genes con actividad antiapoptética se espera que en todos los procesos
oncologicos se observe una sobre expresion de los genes involucrados en esta
via, como es el caso del BCL-xL; sin embargo Hua-Tao y Col. [70] encontraron
que STATS5A/ B se encuentran desregulados a la baja en pacientes con cancer de
mama en comparacion con los tejidos normales y que la expresion de STAT5A/B
se correlaciona con la disminucion de los niveles de diferenciacion histolégica. De
igual forma encontraron que los altos niveles de transcripcion de STAT5A/B se
asociaron con una mejor supervivencia libre de recaidas en todos los pacientes
con BC.
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X CONCLUSION

La expresion de STATSB se correlaciona de manera directamente proporcional
con la expresion de BCL-xL en los pacientes que expresan el gen de fusion TEL-
AML1. A la vez que en este grupo de pacientes la Fase S del ciclo celular tiene un
mayor porcentaje que en el grupo que no presentan el gen de fusion, lo que indica

una mayor proliferacion de células leucémicas en estos pacientes.

XI PERSPECTIVAS

e Ampliar en posteriores estudios la poblacion de estudio.
e Llevar a cabo la medicion de STAT5A para complementar el abordaje de
STATS en la leucemia linfoblastica aguda junto con STAT5B y BCL-XL.
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XIII ANEXOS

Anexo | Carta de consentimiento informado
UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

“DR. IGNACIO CHAVEZ”

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADOS
LABORATORIO DE CITOPATOLOGIA MOLECULAR
HOSPITAL MORELIA, MICH.
Servicios de Medicina Interna — Hematologia - Oncologia
U.M.S.N.H - SSA

LA

Carta de consentimiento para la participacion de proyectos de investigacion cientifica

Morelia, Mich., a de del 20

La presencia alteraciones moleculares y la clasificacion inmunofenotipica, se pueden
asociar a un buen o mal prondstico, su deteccion oportuna es de suma importancia para
aplicar los esquemas de tratamiento mas adecuados dependiendo del tipo de alteracion y
con ello se alcanza la remision completa.

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacion “EXPRESION
DE STAT5B Y BCL-xL EN PACIENTES QUE PRESENTAN EL GEN DE FUSION TEL-AML1”.
Registrado ante el comité local de investigacion con el nimero: El objetivo
de este trabajo es determinar la alteraciéon molecular en pacientes con leucemia mieloide
aguda asi como la enfermedad minima residual y asociarlos al progreso de la enfermedad.
En este proyecto se utiliza material genético que no sera utilizado para otro tipo de estudio,
solo para el establecido en esta investigacion. Se me ha explicado que se utilizaran
aproximadamente 10 mL o su equivalente de médula 6sea y/o sangre periférica los cuales
seran tomados por puncion de la cresta iliaca o venopuncion, esta se me realizara en el area
de la toma de muestras para con ellas definir mi diagndstico. Declaro que se me ha
informado ampliamente sobre los posibles riesgos: dolor, moretéon y / o hinchamiento en el
sitio de la toma de médula dsea ya que este es un procedimiento invasivo. El investigador
principal se ha comprometido a responder las preguntas o cualquier duda que yo le planteé
acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo. Entiendo que conservo el derecho de
retirarme del estudio en cualquier momento sin que esto influya sobre la atencion que
recibo por esta institucion, asi como que dicha participacion no tendra ningiin costo (no
pagaré por participacion del estudio).

El investigador principal me ha dado la seguridad de que los datos obtenidos serdn en
forma confidencial. También se ha comprometido a proporcionar la informacion
actualizada que se obtenga durante el estudio.

Dr. en C Sergio Gutiérrez Castellano Nombre y firma del participante

Nombre del Padre o tutor Nombre y firma de testigo

FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS £ v '

(N e
Estudios
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Anexo Il Formato de recoleccion de datos del paciente

UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS “DR. IGNACIO CHAVEZ” N
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADOS o U MS NH $
LABORATORIO DE CITOPATOLOGIA MOLECULAR % | g
HOSPITAL MORELIA, MICH. %, S, &
Servicios de Medicina Interna — Hematologia - Oncologia “Estudios *°

U.M.S.N.H - SSA

DATOS DE ENVIO DE MUESTRA

Nombre completo Fecha de toma de muestra

No. de registro (Hospital}

Edad
Sexo Tipo de muestra
Diagndstico probable

Al De novo Hospital

B} En tratamiento, dias post-diagndstico
En caso de B}, definir estadio de tratamiento (dias, semanas o meses}
al Induccidn ala remisién
b} Consolidacion
ct Mantenimiento
d} Vigilancia

Observaciones

AMedulo aseda
BH Morfalogia %
Hb Eritro
Pram
Hto Mielo
Matam ..
VM Randas Enf(eirmledad minima
HCM Seg resiaual:
Eos
Leuc. Bas
Neutr. Linf
Monao
Linf. Plasrm
Blastas
Basof. Megas
Ens Celular
. Infil
Mono. Clasif. FAR
Blastos

QFB. Jorge Gonzales Jaramillo 57



"Expresion de STATSB y BCL-xL en pacientes con Leucemia Linfoblastica

e 2017
Aguda que presentan el gen de fusion TEL-AML1"

Anexo lll Carta de aceptacion del proyecto de investigacion en el Hospital
Infantil de Morelia “Eva Samano de Lépez Mateos”

EL}A AANO DE LOPEZ MATEOS

ANZA E INVESTIGACION

o\
MICHOACAN

ASUNTO: Aprobacién de Protocolo de Investigacion
Morelia, Mich., 9 de Julio del 2014

C. Q.F.B. JORGE GONZALES JARAMILLO
PRESENTE.-

Por medio del presente informo que su Proyecto de Investigacion titulado “EXPRESION
DE STAT5 MERCADORES MOLECULARES EN PACIENTES CON LEUCEMIA
LINFOBLASTICA AGUDA DE ESTIRPE B”, ha sido Aprobado por la Comisién de
Investigacion de este Hospital Infantil “Eva Samano de Lépez Mateos”.

Registro No. HIM/Q/2/2014

Sin otro particular, reciba un cordial saludo.

ATENTAMENTE

DR. ANTONIO SANCHEZ SANCHEZ
JEFE DEL DPTO. DE ENSENANZA E INVESTIGACION

JEFATURA DE ENSENANZA
E INVESTIGACION

Wwew,miehana an.noh.mx
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Anexo IV Carta de aceptacion del protocolo de investigacion en el Hospital

Civil “Dr. Miguel Silva”
LRIROS

Sl

3 %

DEFENDENCIA: HOSPITAL GENERAL
DR. MIGUEL SILYA

$ )
N o

SECRETARIA DE SALUD INVESTIGACION

DEPARTAMENTO: ENSENANZA E

MICHOCAN
HOSPITAL GENERAL "DR,
MIGUEL BiLVA®
ISIDRO HUARTE ESQ.
SAMUEL RAMOS
MORELMA, MICH.
C.P, 53000

ASUNTO:
Morelia, Michoacan, 11 de julio del 2014,

Se informa sobre proyecto de investigacién

DC. SERGIO GUTIERREZ CASTELLANOS
INVESTIGADOR PRINCIPAL
PRESENTE

Por este condacto informo a usted, que los Comités de Efica e Investigacién Hospital General *Dr,
Miguel Sitva®, revisaron y aprobaron su proyecto de investigacion fitulado: “EXPRESION DE STATS
Y MARCADORES MOLECULARES EN PACIENTES CON 1EUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA DE ESTIRPE B,
haciendo las siguientes recomendaciones:;

» El resumen no cumple con los criterios establecidos falta tipo de estudio, variables y
fratamiento estadistico que se planea reatizar.

» EIl problema no estd sustentado {sofo no hay informacién en lo gubemamental)y

mejorar el problema de investigacién

Que beneficios tendré ef paciente tendrd acceso a los resultados.

Bibliografia estiio Vancuver.

Quien va asumir e} costo del proyecto

Incluya mas bibliografia de la leucemia en aduitos

El proyecta de investigacién no es experimental

Mejarar la redaccion

Categorizar variables (que es nominal ¥ no continua } y de acuerdo a ello el

tratamiento estadistico.

Definir el inmunofenotipo que se van a utitizar,

Contar con la firma de investigadores asociados.

e & & ¥ & & o

*

Sin méas por et momento, le envié un cordial saludo.

ATENTAMENTE
f 7 I) o E f J st )—D\u M
DRA. SONIA H DEZ RODRIGUEZ DR. JUAN MANUEL VARGAS ESPINOSA
PRESIDENTA COMITE DE ETICA EN PRESIDENTE DES. COMITE DE
INVESTIGACIGN DEL"HOSPITAL GENERAL INVSTIGACION
“DR. MIGUEL SILVA® 580
LT
P
4 (]
SHR*JMVE TZ*sev. -

AL BEMERAL “DR. BHEUEL SAVA™
OF ERC2 ¥1 MVESTIGACION
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