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. RESUMEN

Durante el desarrollo de los linfocitos existen etapas de diferenciacion y proliferacion;
este Ultimo suele encontrarse alterado en patologias oncolégicas. Un factor en el
desarrollo del cancer es la alteracion en la expresion de genes involucrados en la
proliferacion y/o muerte celular. La desregulacion de la transcripcién o de la traduccién
causa anomalias en la expresion génica y, por ello, desregulacion del crecimiento
celular. El factor eucariético de iniciacion 3 (elF3) es un complejo multiproteico, del cual
forma parte la subunidad f (elF3f), quien tiene una funciéon importante en el inicio de la
traduccion. Esta relacionado con el ciclo celular, mostrando un perfil de expresién
bifasico con maximos en las fases S y M en diferentes lineas celulares. Sin embargo,
este perfil no se ha demostrado en células no cancerigenas, ni en pacientes con
diagndstico oncolégico. Objetivo General: Identificar el patron de expresion del gen elF3f
en linfocitos humanos. Materiales y métodos: Las muestras de linfocitos sin diagndstico
oncologico se obtuvieron de individuos entre un rango de edad de 20 a 30 afos sin
antecedentes patoldgicos ni alteraciones en el frotis de sangre periférica. Las muestras
con diagnodstico oncoldgico se obtuvieron de pacientes del Hospital Infantil de Morelia, a
los que se les realizé aspirado de médula ésea. La identificacion de la fase del ciclo
celular y la concentracion relativa de la proteina de elF3f se determinaron por Citometria
de Flujo. Resultados: Se obtuvieron 10 muestras de individuos sanos y 3 de pacientes
con diagnéstico de Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA). En los individuos sanos, para la
determinacion de la intensidad relativa de elF3f durante las fases del ciclo celular se
obtuvo una media de 37236 para G0-G1, 69554 para S y 128008 para G2-M; se realiz6
una prueba ANOVA con la cual se obtuvo una p<0.05. En el caso de los pacientes con
diagnostico de LLA, la media de la intensidad relativa de elF3f fue de 24865 para G0-G1,
44772 para S y 60234 para G2-M. Conclusién: La intensidad relativa de elF3f oscila
durante el ciclo celular, presentando incrementos en la expresion durante las fases S y
G2-M del ciclo celular, lo que nos permite proponer que el perfil de expresion de elF3f
esta conservado en linfocitos humanos en proliferacion al igual que en las diferentes

lineas celulares anteriormente estudiadas (A549, Ramos, HepG2, entre otras).

Palabras clave: elF3f, ciclo celular, Citometria de Flujo, linfocitos, proliferacion.
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Il. ABSTRACT

During the development of lymphocytes there are stages of differentiation and
proliferation; the latter is often altered in oncological pathologies. One factor in the
development of cancer is the alteration in the expression of genes involved in cell
proliferation and/or cell death. Deregulation of transcription or translation causes
abnormalities in gene expression and, therefore, deregulation of cell growth. The subunit
f (elF3f) is part of the eukaryotic initiation factor 3 (elF3), which is a multiprotein complex.
elF3f has an important function at the beginning of translation. It is related to the cell
cycle, showing a biphasic expression profile with maximums in the S and M phases in
different cell lines. However, this profile has not been demonstrated in non-cancerous
cells, nor in patients with cancer diagnosis. General Objective: To identify the expression
pattern of the elF3f gene in human lymphocytes. Materials and methods: Lymphocyte
samples without oncological diagnosis were obtained from individuals ranging from 20 to
30 years old, with no pathological history or alterations in their peripheral blood smear.
The samples with oncological diagnosis were obtained from bone marrow aspirate of
patients from the Pediatric Hospital of Morelia. Identification of the cell cycle phase and
relative concentration of the elF3f protein were determined by Flow Cytometry. Results:
10 samples from healthy individuals and 3 from patients with Acute Lymphoblastic
Leukemia (ALL) diagnosis were obtained. In healthy individuals, an average of 37236 for
GO0-G1, 69554 for S, and 128008 for G2-M was obtained for the determination of relative
elF3f intensity during cell cycle phases. An ANOVA test was performed and a p <0.05
was obtained. In the case of patients with cancer diagnosis, the mean relative elF3f
intensity was 24865 for G0-G1, 44772 for S, and 60234 for G2-M. Conclusion: The
expression of elF3f oscillates during the course of the cell cycle, there is an increase in
the relative intensity of elF3f during phases S and G2-M, which leads us to propose that
the expression profile of elF3f is conserved in proliferative human lymphocytes as in the

different cell lines studied previously (A549, Ramos, HepG2, among others).

Key words: elF3f, cell cycle, Flow Cytometry, lymphocytes, proliferation.
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1. INTRODUCCION

La linfopoyesis es un proceso altamente regulado, en donde se forman los linfocitos
a partir de una célula primordial hematopoyética. Las células inmaduras se someten
a diferentes pasos de maduracion, orquestados por cambios intrinsecos en la
expresion génica, asi como cambios en las células dirigidos por diferentes moléculas,
como las citocinas, permitiendo la diferenciacion y proliferacion celular; esta ultima
suele encontrarse alterada en diferentes patologias como es el caso de las
oncolégicas. Un factor en el desarrollo del cancer es la alteracién en la expresion de
genes involucrados en la proliferacion y/o muerte celular. La desregulacion de la
transcripcion o de la traduccion causa anomalias en la expresidén génica y, por ello,
desregulacion del crecimiento celular. El factor eucariético de iniciacion 3 (elF3) es
un complejo multiproteico, del cual forma parte la subunidad f (elF3f), quien tiene una
funcion importante en el inicio de la traduccion. elF3f es un proteina que se ha
propuesto podria servir como marcador pronostico en diferentes tipos de cancer. Sin
embargo, existe controversia en diferentes grupos de trabajo: en un grupo reportan
que la concentracion de proteina elF3f se encuentra elevada en linea celular MDA-
MB-435 (Harvey et al. 2001) y, en otro, que la expresion de elF3f esta disminuida en
cancer de pancreas y melanoma (Shi et al. 2006). Por lo mismo, se vuelve
importante conocer la funcion o funciones de eF3f, incorporando estudios de células
no cancerosas, como lo son los linfocitos en estado de quiescencia y en proliferacion,
asi como también de linfocitos de pacientes con diagndstico oncoldgico. Conocer si
su patron de expresidn proteico varia entre células cancerigenas y no cancerigenas
contribuira a validar o invalidar la propuesta de elF3f como marcador prondstico de

cancer.
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2. ANTECEDENTES

2.1 LINFOPOYESIS

La linfopoyesis tiene lugar en tejidos linfoides especializados, los tejidos linfoides
centrales son la médula ésea para casi todas las células B, y el timo para casi todas
las células T. La diferenciacién linfoide (linfocitos B o T) a partir de una célula
primordial hematopoyética (HSC, por sus siglas en inglés hematopoietic steam cells)
ocurre en médula 6sea debido a que cuenta con un microambiente especializado que
proporciona las sefales necesarias. La célula primordial hematopoyética tiene la
capacidad de autorrenovacion o puede diferenciarse en una célula progenitora
pluripotencial que puede producir células mieloides y linfoides; en el caso de las
células linfoides, se diferencia en un progenitor linfoide temprano que da lugar a los
precursores de células T, que migran desde la médula 6sea hacia el timo, y al
progenitor linfoide comun, que a su vez da origen a las células B y a los linfocitos
citoliticos (células NK) (Pieper et al. 2013, Adler et al. 2014).

Durante el desarrollo de las células linfoides se pueden generar neoplasias malignas
que son enfermedades que engloban desde los procesos mas insidiosos hasta las
neoplasias mas agresivas del ser humano. Estos canceres se originan en las células
del sistema inmunitario que se encuentran en las diferentes etapas de diferenciacion,
lo que da lugar a una gran variedad de datos morfolégicos, inmunitarios y de
manifestaciones clinicas. En 1999, la Organizacién Mundial de la Salud cred la
clasificacion de canceres linfoides que se divide en neoplasias de células B, células T
y enfermedad de Hodgkin; la frecuencia relativa de diversos canceres linfoides
muestra predominio de la leucemia linfoide crénica en adultos de edad avanzada y la

leucemia linfoide aguda predomina en los nifios y adultos jovenes (Longo 2010).
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Figura 1.- Hematopoyesis. Una célula primordial hematopoyética pluripotencial genera
células del sistema inmunitario (Modificado Adler et al. 2014).

2.2 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

La Leucemia Aguda es una enfermedad maligna con afeccion a médula 6sea y/o a
sangre periférica que se caracteriza por un aumento en la proliferacion de células
inmaduras llamadas blastos por lo que recibe el nombre de Leucemia linfoblastica
Aguda (LLA) (Secretaria de Salud 2008, Secretaria de Salud 2009, Labardini et al.
2011). Alrededor del 75% de todas las leucemias linfoides y el 90% de todos los

linfomas proceden de las células B (Longo 2010).

2.2.1 Epidemiologia

En México, el Registro Nacional de Cancer en Nifios y Adolescentes (RCNA) reporta
una poblacion inscrita de 3,569 pacientes menores de 20 afios durante el periodo del
2005 al 2010, con un predominio en el sexo masculino del 59.3%. También reporta
un predominio en el grupo de 10 a 14 afos de edad, representando el 53.4% de los

casos registrados (Secretaria de Salud 2011).
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Los tumores mas frecuentes de acuerdo al tipo histolégico de tumor (sélo se
reportaron 2,303 casos, los otros no fueron reportados) son las leucemias con 30%,
linfoma y neoplasias reticuloendoteliales con 17.1%, y tumores del SNC con 11.9%.
En el subtipo de leucemia mas frecuente se encuentran las leucemias linfoides, con
un 81.3% del total (562 casos); el grupo etario mas afectado es el de 10 a 14 afos
(Secretaria de Salud 2011).

2.2.2 Factores de Riesgo

Se han identificado diferentes factores relacionados con el desarrollo de Leucemias
Agudas en nifios y adolescentes, entre los que se encuentra la radiacion ionizante;
Epstein Barr de la familia Herpesviridae se ha asociado con un forma endémica
Africana de leucemial/linfoma de Burkitt's (Belson et al. 2007, National Cancer
Institute s.f.). En el caso particular de la Leucemia Linfoblastica Aguda, los factores
de riesgo hereditarios como la trisomia 21 o el Sindrome de Down aumenta de 10 a
20 veces la incidencia de la enfermedad; otros sindromes con factor de riesgo y que
involucran alteraciones genéticas son el sindrome de Bloom, la anemia de Fanconi y
el sindrome de Nijmegen (Ward et al. 2014). También se ha relacionado el aumento
de la incidencia de LLA en nifios que al momento de nacer sus padres superaban la

edad de 35 anos para mujeres y 40 afos para hombres (Belson et al. 2007).

En el 2010 en México, el RCNA revela que 283 pacientes (de un total de 3,569
casos) tienen reporte de exposiciéon a quimicos, de los cuales el 58% pertenece al
grupo de 10 a 14 anos, con un predominio a la exposicion de plaguicidas y

fumigantes (Secretaria de Salud 2011).

2.2.3 Clasificacion de la Leucemia Linfoblastica Aquda

Hasta hace unos afos, la clasificacion FAB (Franco-Americana-Britanica) era la mas
utilizada; ésta clasifica a las Leucemias Linfoides de acuerdo a su morfologia en 3
estadios (Secretaria de Salud 2009):

a) L1: nucleo pequeno, patrén nuclear regular con cromatina homogénea,
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nucléolo poco prominente, citoplasma escaso. Es el estadio mas frecuente.

b) L2: nucleo grande, patron nuclear irregular con cromatina heterogénea,
nucléolo prominente, citoplasma abundante.

c) L3: nucleo grande, patron nuclear regular con cromatina homogénea, nucléolo
prominente, citoplasma abundante, basofilia, vacuolas grandes. Es el estadio

menos frecuente.

En los ultimos afos, con los avances de las técnicas de diagndstico, ha sido
necesario incluir estudios de inmunotipificacion para determinar su origencomoB o T
y su grado de maduracién. También se incorporan estudios de citogenética y biologia
molecular, que en conjunto con la clinica, complementan el diagnostico y permiten el
decidir sobre el tratamiento 6ptimo para el paciente. En el caso de la Leucemia
Linfoblastica Aguda de origen en las células B, se pueden clasificar de acuerdo a la
Tabla 1:

Tabla 1.- Clasificacion inmunolégica de LLA de células B (Labardini et al. 2011).

Subgrupo | HLA cb (¢cb (CD |CD Citogenética
-DR | TdT |19 792 22 10 clg mlig y biologia
M M molecular
Pro-B ++ ++ ++ ++ ++ t(4;11)
AL1-AF4
MLL
Pre-B + ++ ++ ++ ++ ++ t(9;22)
comun BCR/ABL
(CALLA) T(1;19)
PBX-E2A
Pre-B + ++ ++ ++ ++ ++ ++ t(12;21)
TEL/AM
L1 (raro
adulto)
11923
B madura | + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ T(8:14)
c-myc-IgH

La LLA de células B precursoras comun (positiva para CD10 y sin Ig de superficie o

citoplasmatica) es el inmunofenotipo mas frecuente ya que representa
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aproximadamente tres cuartos de los pacientes con LLA de células B precursoras y

tienen el mejor prondstico (National Cancer Institute, s.f.).

2.2.4 Factores prondstico en Leucemia Linfoblastica Aquda

Ciertos factores pueden afectar el panorama de los pacientes; y pueden ser de
ayuda para la toma de decisiones sobre el tratamiento. Al existir un riesgo mas alto,

mas intenso es el tratamiento (National Cancer Institute, s.f.).

A los nifios con LLA se les asigna un riesgo de acuerdo a sus caracteristicas
individuales, antes de empezar el tratamiento; la edad de diagndstico y conteo inicial
de linfocitos son considerados como los mas relevantes (National Cancer Institute,
s.f.). En la siguiente tabla se hace un resumen de los factores que afectan el
pronostico de los pacientes:

Tabla 2.- Clasificacion de la LLA de acuerdo al tipo de riesgo (National Cancer Institute, s.f.).

Bajo riesgo Alto riesgo
Edad 2 1 ano - 9 anos 11 meses <1 ano 6 2 10 anos
Conteo inicial de
< 50,000 céls/mm3 > 50,000 céls/mm3

células blancas

_ Células B maduras
Subtipo de LLA Células B inmaduras

y células T
Diseminacion a Presente en cualquier
i Ausente ]
érganos organo
indice de DNA >1.16 <1
Translocacion
o 12:21 9:22,1:19, 4:11, 8:14, 11:14
cromosoémica
Disminucion de células Sin disminucién de células

Respuesta al . )
cancerigenas dentro de cancerigenas dentro de las
tratamiento . _
las primeras dos semana primeras dos semana
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2.3 CARCINOGENESIS
Hanahan y colaboradores (2011) reportan que el cancer presenta seis caracteristicas
(Figura 2) con capacidades distintivas y complementarias que permiten el

crecimiento tumoral y la diseminacion metastasica.

Evadiendo supresores
del crecimiento

Activando invasién y
metastasis

Figura 2.- Caracteristicas del cancer (Hanahan et al. 2011).

Durante el desarrollo de la célula B existen diferentes puntos de control, los cuales
van a coordinar los diferentes procesos entre los que se incluyen seleccién clonal y
subsecuente maduraciéon. En la LLA de células B precursoras, la célula B
cancerigena evade los mecanismos de control y pierde la capacidad de
autorregularse. Por lo tanto, las células dafiadas no son capaces de entrar en
apoptosis ni son capaces de detener el ciclo celular, y como consecuencia los
blastos se someten a ciclos celulares continuos que conllevan a la proliferacion de
linfocitos B que no culminan su maduracioén (Eswaran et al. 2015). Por lo mismo, el
aumento en la proliferacion celular conlleva a un aumento general de la sintesis de
proteinas y un aumento en la regulacion de las proteinas promotoras del ciclo celular
(Rosenwald 2004).
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2.4 CICLO CELULAR

El ciclo celular en eucariotes y sus componentes celulares en general, implican una
secuencia de eventos a través de la cual una célula duplica su genoma, crece y
culmina con la divisidon en dos células hijas (Poon 2016). Clasicamente el ciclo celular
consta de cuatro fases:

Fase G1: algunas células comienzan nuevamente el ciclo celular en esta fase
después de un periodo de division. Durante la fase G1 la célula sintetiza la mayor
cantidad de macromoléculas (Wild et al. 2016, Poon 2016).

Fase S: también llamada fase de sintesis, se caracteriza por tener la finalidad de la
replicacion del DNA (Herraez et al. 2012), también ocurre la duplicacion del
centrosoma (Poon 2016).

Fase G2: durante esta fase la informacién es integrada para determinar si la célula
esta lista para entrar a la fase M. Una de sus caracteristicas principales es la elevada
tasa de sintesis de proteinas necesarias para la mitosis.

Fase M: durante esta fase la célula divide el genoma previamente duplicado en dos
células hijas idénticas. Esta fase se subdivide en diferentes etapas: 1) PROFASE: la
cromatina se condensa hasta formar los cromosomas, dejan de observarse los
nucléolos y aparece el huso mitético; 2) PROMETAFASE: comienza a romperse la
membrana nuclear; 3) METAFASE: los cromosomas se alinean en plano ecuatorial;
4) ANAFASE: los cromosomas se dividen por sus centromeros y son separados en
cromatides hacia los polos opuestos de la célula; 5) TELOFASE: comienzan a
descondensarse los cromosomas y se forman membranas nucleares para delimitar
dos nucleos; estas etapas culminan con la CITOCINESIS, la cual implica la division
de la célula en dos células idénticas (Herraez et al. 2012).

Fase GO: se considera un estadio modificado de la fase G1, mientras unas células
completan el ciclo celular para entrar de nuevo en division, otras pasan a la fase GO
0 quiescente, en las que permanecen dias o incluso afos hasta emprender un nuevo

ciclo (Herraez et al. 2012).

La progresidén secuencial de las fases del ciclo celular esta coordinada mediante la
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actividad de las proteinas quinasas dependientes de ciclinas (CDKs), que a su vez
estan reguladas a través de la union a ciclinas. Las ciclinas son una familia de
proteinas cuyos miembros son sintetizados y degradados cada uno de manera

especifica en cada fase del ciclo celular (Figura 3) (Spoerri et al. 2005, Poon 2016).

Punto de control del
huso mitbtico

Funto de control
GE/M

Punto de control de
restriccitn

Punto de control
s

Figura 3.- El ciclo celular. Las CDKs y las ciclinas permiten la progresion del ciclo celular, en
conjunto con los cuatro principales puntos de control.

2.4.1 Puntos de control del ciclo celular

El término de “punto de control” se refiere al mecanismo mediante el cual una célula
activa detiene la progresion del ciclo celular hasta asegurar que el proceso previo se
haya completado de manera adecuada (Kastan et al. 2004). Si las células progresan
a la proxima fase del ciclo celular, antes de que la fase anterior se complete de
manera adecuada, puede producirse dafo genético y/o celular. Para reducir al
minimo este tipo de errores durante los acontecimientos del ciclo celular, el progreso
de una célula a través del ciclo se supervisa en al menos cuatro puntos de control
bien definidos (Figura 3) (Spoerri et al. 2015, Poon 2016).
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Punto de control G1/S: ocurre cerca del final de G1, antes de entrar a la fase S.
También se le conoce como punto R o de restriccion en mamiferos ya que se decide
si una célula progresa en el ciclo celular o se detiene en GO, esto depende de la
integracion de diferentes sefiales extracelulares provenientes de los receptores de la
superficie celular. Si la célula sufre deprivaciéon de factores del crecimiento o se dan
sefales inhibitorias del ciclo celular y este es el momento en el que se sale del ciclo
celular; por el otro lado, si la masa (nutrientes) son suficientes, continua el ciclo
celular. Es decir, las senales mitogénicas activan a los complejos Ciclina-CDK para
promover la progresion de la fase G1 a la fase S, esto a través de la fosforilacion de
varias dianas celulares, incluyendo a la proteina Rb. (Otto et al. 2017, Poon 2016,
Herraez et al. 2012, Kastan et al. 2004).

Este punto de control esta modulado por la proteina Rb (pRb) y la familia del factor
transcripcional E2F. La hiperfosforilacion de Rb conlleva a la activacion de la
transcripcion dirigida por E2F. Es decir, el complejo ciclina D-CDK 4/6 libera a pRb
de E2F, permitiendo a este factor dar inicio a la transcripcién y asi continuar la
progresion del ciclo celular. EI aumento de la transcripcién dependiente de E2F
permite que las células pasen el punto de restriccion. En conjunto con otros genes,
E2F incrementa la expresion de las ciclina E y ciclina A, que activa a CDK2 y
aumenta aun mas la fosforilacion de pRb (retroalimentacion positiva). Por otro lado,
la progresion de G1 a S se antagoniza por senales inhibitorias que involucran la
expresion de inhibidores CDK que pertenecen a las familias INK4 y CIP/KIP. (Otto et
al. 2017, Hydbring et al. 2016, Siefert et al. 2015, Kastan et al. 2004).

Punto de control en S: la progresion de S a G2 es controlada por complejos Ciclina-
CDK, junto con otras proteinas como la cinasa tipo Polo 1 (PLK1, por sus siglas en
inglés Polo-like kinase 1) y las cinasa Aurora (Aurora A y Aurora B). Adicionalmente,
el dafio al DNA es percibido por proteinas especializadas que detienen la progresion

del ciclo celular en G1, S 0 G2. Los puntos de control estan regulados por la cinasa 2
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(CHK2) y p53 en G1 y por CHK1 en S o G2. Existen diferentes tipos de dafio al DNA
los cuales pueden activar a diferentes puntos de control, afectando la actividad de los
complejos CDK. Dependiendo del tipo de dafio al DNA, las proteinas quinasas ATR
(por sus siglas en inglés, Ataxia Telangiectasia and Rad-3 related) o ATM (por sus
siglas en inglés Ataxia Telangiectasia Mutated) fosforilan y activan a CHK1 (por sus
siglas en inglés, checkpoint kinase 1). CHK1 es un mediador esencial del dafo al
DNA, permitiendo la detencion del ciclo celular en la fase S y G2 hasta que culmine

el proceso de reparacion. (Otto et al. 2017)

Punto de control G2/M: ocurre al final de G2, antes del inicio de la mitosis. La
progresion de G2 a M también es controlada por complejos Ciclina-CDK, junto con
otras proteinas como PLK1, Aurora A y Aurora B. En este punto se evita que las
células inicien la mitosis si sufren un dafio en el DNA durante esta fase o en fases
previas (G1 o S) (Kastan et al. 2004). Si la célula no supera esta punto, permanece

con el complemento doble de dotacion cromosomica (Herraez et al. 2012).

Este punto esta regulado principalmente por CDK1/ciclina B. Después de que la
ciclina B es sintetizada y se une a CDK1, el complejo se mantiene es un estado
inactivo por la fosforilacion de CDK1 dependiente de WEE1/MYT1. La
desfosforilacion de CDK1 activa a CDC25 e inactiva a WEE1/MYT1 (Otto et al. 2017,
Poon 2016).

Punto de control del ensamblaje del huso: este punto de control se ejerce durante
la mitosis; uno de los principales eventos para ejercer su progresion es el ensamblaje
de huso. Se ha demostrado que la ubiquitin ligasa APC/C es indispensable para la
transicion rapida e irreversible de la metafase a la anafase. La APC/C funciona
mediante la degradacién de dos proteinas principalmente, securina y ciclina B. La
ubiquitinacion del inhibidor de la anafase, llamado securina, mediante la actividad de
la ubiquitin ligasa de APC tiene como resultado la degradacion proteolitica y la

activacion de la separasa. La separasa, con su actividad proteasa, escinde los anillos
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de cohesina para separarar las cromatidas hermanas, estableciendo el inicio de la
anafase (Wild et al. 2016, Liam et al. 2016)

2.5 SINTESIS DE PROTEINAS EN EUCARIOTES

La sintesis de proteinas o "traduccién" es un proceso fundamental para todas las
formas de vida, y el control de la traduccidon desempefia un papel crucial en la
expresion génica durante muchos procesos celulares y de desarrollo (Hernandez et
al. 2016). La traduccién es el proceso mediante el cual la informacién genética ya
transcrita en RNA mensajero (mMRNA) se convierte en proteinas especificas en el
ribosoma (Meteyac et al. 2016), mediante la unién covalente de aminoacidos segun
el orden establecido por la secuencia de nucleétidos del mMRNA y de acuerdo con el
cbédigo genético, produciendo asi los componentes necesarios para realizar los

distintos procesos celulares. (Herraez et al. 2012, Higareda Mendoza et al. 2010)

Dentro del proceso de traduccion se pueden distinguir varias etapas o fases, una
previa o de activaciéon de los aminoacidos precursores y tres bien diferenciadas,
iniciacion, elongacion y terminacion (Herraez et al. 2012). En eucariontes, el inicio de
la traduccion es la fase mas regulada (Sonenberg et al. 2009), ya que marca la

velocidad con la que se va llevar a cabo la sintesis de proteinas (Dong et al. 2006).

La iniciacion de la traduccion (Figura 4) comprende los siguientes pasos
subsecuentes: |) formacién del complejo ternario que contiene elF2, GTP vy el
iniciador metionil-tRNA; 1l) formacion de complejo de preiniciacidon que incluye el
complejo ternario, la subunidad ribosomal pequefia (40S), y los factores de iniciacidon
de la traduccién (elF’s) 1, 1A, 2, 3 y 5; Ill) mientras tanto, el mMRNA se une, a través
de su extremo poli A, a elF4y a PABP (por sus siglas en inglés, Poly(A)-binding
protein) para formar una ribonucleoproteina mensajera activada (mRNP) que es
reclutada al complejo de preiniciacion; IV) una vez unido el complejo de preiniciacion
al extremo 5°del mRNA, inicia el escaneo para localizar el codén de inicio AUG

(secuencia Kozak); V) el reconocimiento del coddén de inicio desencadena la
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liberacion de elF1 y la conversion de elF2 a su estado unido con GDP para detener
el proceso de escaneo; VI) se disocian el elF2 unido al GDP y elF5, despejando el
camino para la unién de la subunidad ribosomal 60S; VII) finalmete, el complejo
formado sufre una hidrélisis de GTP por elF5B, ocasionando la disociacion de los
factores del complejo de iniciacion, dando paso a la fase de elongacion (Aitken et al.
2012, Jackson et al. 2010).

Los factores de inicio de la traduccién (elF’s, por sus siglas en inglés eukaryotic
translation initiation factors) juegan un papel importante en la maquinaria del inicio de
la traduccidon; comprenden a elF1, elF1a, elF2, elF2b, elF3, elF4a, elF4e, elF4qg,
elF4b, elF4h, elF5, elF5b y elF6. Las subunidades elF4a, elF4e y elF4g forman el
complejo denominado elF4F (Sonenberg et al. 2003, Hershey 2014).

Alguna alteracion durante el inicio de la traduccion vy, por lo tanto, un cambio en la
expresion de genes aumentan el riesgo de desarrollar patologias como el cancer
(Hershey 2014). Se ha demostrado que la desregulacion de los elF’s se asocia con

una transformacion maligna y con la progresiéon de cancer (Rosenwald 2004).
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Figura 4.- Inicio de la traduccion en eucariontes (Aitken et al. 2012).
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2.6 COMPLEJO elF3

El factor de inicio de la traduccion 3, elF3, es un complejo proteico con un peso
molecular de aproximadamente 800 kDa y es considerado como el factor de inicio
de la traduccién eucariética mas grande (Sun et al. 2011, Querol-Audi et al. 2013).
En humanos esta formado por hasta 13 subunidades no idénticas que varian de
tamafo y peso molecular y han sido denominas a partir de elF3a hasta elF3m, en
orden descendente a su peso molecular (Marchione et al. 2013, Hershey 2014,
Simonetti et al. 2016).

Figura 5.- Subunidades del complejo elF3 (Querol-Audi et al. 2013).

Las funciones del complejo elF3 durante el inicio de la traduccion consisten en
participar en conjunto con otros factores en la disociacion del ribosoma 80S, posterior
a la fase de terminacién de la traduccién, manteniendo a las subunidades 40S y 60S
en estado disociado; unir el complejo ternario a la subunidad ribosomal 40S;
estabilizar la formacion del complejo de preiniciacion 43S; estimular la unién del
MRNA al complejo de preiniciacion 43S, y se ha relacionado con el proceso de
escaneo Yy seleccion del codén de inicio (AUG) (Dong et al. 2006, Simonetti et al.
2016).

El factor elF3 ha sido purificado en diversas especies eucariotas (Tabla 3), de los
cuales se han obtenido distintos numeros de subunidades dependiendo del
organismo de donde se extrajo. Se ha reportado que en S. cerevisiae elF3 consta de

6 subunidades; sin embargo, sélo 5 subunidades elF3a, elF3b, elF3c, elF3g, elF3i
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presentan proteinas homologas en especies tan diversas como H. sapiens, S. pombe
y A. thaliana. Se propone que estas cinco subunidades, conservadas en todos los
organismos, forman el corazon catalitico y las subunidades restantes, que parecen
ser evolutivamente divergentes, tienen funciones moduladoras en el proceso de

sintesis de proteinas (Marchione et al. 2013).

Tabla 3.- Subunidades de elF3 en diferentes organismos (Marchione et al. 2013).

elF3a | elF3b | elF3c | elF3d | elF3e | elF3f | elF3g | elF3h | elF3i | elF3j [ elF3k | elF3l | elF3m

S. cerevisiae | Si Si Si - - B Si -- Si Si - - -
S. pombe Si Si Si Si Si Si Si SI Si -- -- - Si
A. thaliana | Si Si Si Si Si Si Si Si Si -- Si Si --

H. sapiens Si Si Si Si Si Si Si Si Si | Si Si Si Si

Recientemente se ha reportado que varias subunidades de elF3 (Tabla 4)
desempefian un papel importante en la regulacién de la traduccion de mRNAs
especificos que codifican proteinas importantes para el control de crecimiento
celular. La expresion de las subunidades de elF3 se ha encontrado alterada en
diversos tumores humanos y se ha relacionado a que puede afectar el prondstico de
este. (Dong et al. 2006)

Tabla 4.- Subunidades de elF3 y su expresion alterada en cancer de humanos
(Dong et al. 2006).

Subunidad | Expresion en cancer humano
elF3a Aumentada (cancer esofago, cérvix, pulmén, estbmago y colén).
elF3b Aumentada (cancer de mama)
elF3c Aumentada (cancer de testiculo)
elF3e Disminuida (cancer de mama y pulmodn)
elF3h Aumentada (cancer de mama, higado y préstata)
elF3i Aumentada (cancer de mama)
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2.7 SUBUNIDAD elF3f

El gen elF3f es un gen antiguo y monogénico, en humanos esta organizado en 8
exones y se encuentra en el cromosoma 11p15.4. Existe una segunda copia del gen
en el cromosoma 2 que solo presenta la secuencia codificante (sin intrones). La
identidad entre las 2 secuencias de aminoacidos es del 97%. En las lineas celulares
humanas A549 y 293H se ha demostrado que la copia en el cromosoma 2 no es

funcional, tratandose de un retropseudogen (Higareda-Mendoza et al. 2010).

El gen elF3f codifica a una proteina de 357 aa (Querol-Audi et al. 2013). En
condiciones electroforéticas desnaturalizantes la proteina de elF3f en mamiferos
tiene una movilidad electroforética de 47 kDa. Sin embargo su masa molecular es de
37.5 kDa. La proteina de elF3f migra andmalamente en SDS-PAGE posiblemente
por su alto contenido de prolina, que junto con la alanina abarcan aproximadamente
el 63% de los aminoacidos (aa) en la region N-terminal (del 1 al 91) (Gutiérrez-
Fernandez et al. 2015). En la parte intermedia de la proteina se encuentra el dominio
Mpr1p, Pad1p N-terminal (MPN, por sus siglas en inglés) que abarca del aa 92 al 195
y por contener este dominio pertenece a la familia génica Mov34. Se sugiere que
este dominio esta relacionado a la capacidad de la proteina de asociarse a complejos
multiproteicos involucrados en procesos tan diversos como la iniciacion de la
traduccion, la regulacion del proteosoma y la transcripcion (Sanches et al. 2007). En
el extremo C-terminal se encuentra un motivo denominado TOS que interactua con
mTOR/Raptor (Csibi et al. 2010).

Region N-terminal

1 MATFAVFVSA FRATFTFVFA AAPASVFAFT PAPAAAFVFA AAPASSSDPA AAAAATAAPG
€1 QTPASAQAPA QTPAPALPGF ALPGFFFGGR VVRLHPVILA SIVDSYERRN EGAARVIGTL
121 GTVDKHSVE  VINCFSVPHN ESEDEVAVDM EFAKNMYELH  KKVSPNEUL  GWYATGHDIT
181 EHSVLHEYY SREAPNPIHL TVDTSLONGR MSIKAYVSTL MGVPGRTMGY MFTPLTVKYA
241 YYDTERIGVD LIMKTCFSPN RMVIGLSSDLQ QVGGASARIQ DALSTVLQYA  EDVLSGKVSA
301 DNTVGRFLMS LVNQVPKIVF  DDFETMLNSN INDLLMVTYL ANLTQSQIAL NEKLVNL

Region C-terminal

Figura 6.- Proteina elF3f en seres humanos. VERDE: aa de alanina y prolina. ROJO:
dominio MPN. AZUL: motivo TOS (del aa 323 al 327). (Secuencia obtenida del NCBI).
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Con respecto al proceso de sintesis de proteinas, experimentos in vivo e in vitro
muestran que la sobreexpresion del gen de elF3f disminuye la velocidad de sintesis
proteica (Higareda-Mendoza et al. 2010, Shi et al. 2006), por lo que se considera un
modulador del proceso. Sin embargo, elF3f es considerada como una proteina
ubicua, ya que presenta caracteristicas de union proteina-proteina excepcionales,
siendo capaz de interactuar con proteinas diferentes a las del complejo elF3. Se ha
reportado que la region amino terminal de elF3f (1-91 aa) y elF3f en su longitud
completa inhiben la replicacién del VIH-1 al interferir con la edicion de la region 3 del
mMRNA del virus y consecuentemente disminuir los niveles de mensajero (Valente et
al. 2009). Por otra parte, se ha demostrado que elF3f interactua y estabiliza a la
proteina hMSH4 que participa en la reparacidon del DNA, esta interaccion es mediada
por la regién amino terminal de ambas proteinas (Chu et al. 2013). En un modelo
muscular se ha encontrado que la ubiquitin-E3 ligasa Illamada MAFbx
(Atrogin1/MAFbx) tiene como blanco a elF3f; ubiquitina a elF3f y lo degrada en el
proteosoma, ocasionando una disminucion global de la sintesis de proteinas que
conlleva a la atrofia muscular (Lagirand-Cantaloube et al. 2008). En otro escenario, el
mismo grupo de trabajo reportd que elF3f sirve como andamio entre mTORC1 y
S6K1 en la via de sintesis de proteinas. Si se incrementa la expresion de elF3f, se
incrementa la actividad de mTORCH1, lo que conlleva a la fosforilacién de S6K1 y 4E-
BP1 (inhibidor del proceso de activacion de los RNAm) y como resultado se tiene el
aumento en la sintesis de proteinas en un modelo muscular (Csibi et al. 2010).
Recientemente se describid la interaccidn de elF3f con el receptor adrenérgico alfa
1B y que esto estimula la actividad adrenérgica (Gutiérrez-Fernandez et al. 2015).

Por lo tanto, elF3f es considerada como una proteina ubicua.
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Estudios del grupo de trabajo han demostrado la estrecha relacion entre elF3f y el
ciclo celular, en donde se cree en la posibilidad de que la funcidén o funciones del gen
elF3f estén relacionadas al crecimiento y la divisién celular debido a que en células
de tabaco TBY-2 la expresion transcripcional del gen elF3f esta circunscrita a la
transicion G2/M del ciclo celular (Higareda-Mendoza et al. 2010). Asimismo, se
reporté que la expresion de la proteina elF3f es bifasica y circunscrita a las fases S y
M del ciclo celular (Figura 7) y que su expresion en GO esta disminuida en linea
celular A-549, a nivel de mRNA y de proteina; es decir, la expresion de elF3f esta
altamente regulada (Higareda-Mendoza et al. 2010) y al sufrir alguna alteracion en su
expresion se tendra una repercusion en la proliferacion celular, existiendo evidencia
de que al sobreexpresar o silenciar al gen elF3f se afecta al crecimiento celular y se

induce apoptosis (Higareda-Mendoza et al. 2010).

S G2 iM G1 S

—— elF3f protein
140 1 —— Mitotic Index T 22

Mitotic Index (%)

elF3f protein
(Relative Intesity Units)

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Time (hours)

Figura 7.- Expresion bifasica de la proteina elF3f (Higareda-Mendoza et al. 2010).

Este comportamiento bifasico sugiere dos posibilidades: que tiene la misma funcion
en ambas fases del ciclo celular o que su funcién es diferente a lo largo de cada fase
del ciclo celular, y particularmente en S y M. El grupo de trabajo reporté que la
proteina elF3f es fosforilada en la serina 258 por el complejo CDK1/Ciclina B,
componentes principales para la transicion de la fase G2 a M del ciclo celular
(Gomez-Correa et al. 2013). Asi mismo, se sugiri6 que el complejo multiproteico

formado por elF3f y el receptor adrenérgico alfa 1B modula la dregradacién de la
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proteina p27, marcada con ubiquitina, con la participacion rio arriba de Akt; se
propone que la disminucion en la expresion de elF3f se debe a que la activacion del
receptor adrenérgico alfa 1D detiene el ciclo celular antes de la entrada a la fase S,
momento en el que encontramos uno de los dos picos maximos de expresion de
elF3f (Jiménez-Alcantar 2014).

En relacidon al papel de elF3f con cancer, Harvey y colaboradores (2001) proponen
que elF3f podria participar en la progresién tumoral; encontraron una elevacion en la
concentracion de la proteina elF3f en la linea celular MDA-MB-435, en comparacion
con otros tipos de cancer menos agresivos. En cambio, Shi y colaboradores (2006)
reportaron una expresion disminuida de elF3f en distintas muestras tumorales, en
comparacioén con su correspondiente tejido sano; por ejemplo, del 100% en tumores
de pancreas y vulva, 90% en tumores mamarios, y 70% en tumores de ovario e
intestino delgado. Cheng y colaboradores (2014), y Li y colaboradores (2014),
encontraron una correlacién directa entre la disminucion de la expresion de elF3f y el
avance en el estadio de cancer gastrico; proponen que la disminucion en elF3f puede
participar en la progresion y la recurrencia del mismo. Doldan y colaboradores
(2008), y Hershey (2014), estudiaron muestras de células tumorales de pancreas y
melanoma en donde encontraron una alta frecuencia de pérdida alélica del gen de
elF3f, lo que probablemente explica la disminucién de la expresidén de elF3f a nivel
de mRNA y de proteina; esto fue evaluado a través de la pérdida de microsatélites en
el brazo corto del cromosoma 11. Los microsatélites que evaluaron fueron
D1181318, D1181338 y D11S1331; sin embargo, en la figura 8 se observa que el
microsatélite mas cercano a elF3f se encuentra a miles de pares de bases.
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Figura 8.- Cromosoma 11 con representacion de elF3f y los microsatélites.

En células hematicas, Miyamoto y colaboradores (2004) demostraron que el
complejo formado por elF3 y su asociacion con los ribosomas pudiera contribuir en la
velocidad del inicio de la traduccion durante la activacion de los linfocitos T; con
respecto a elF3f, reportan que no hay diferencias en la expresion del mensajero de
un linfocito T activado (proliferacién in vitro) y un linfocito T inactivo (estado

quiescente natural).

Por lo anteriormente expuesto, es importante determinar si el patron de expresion

proteico de elF3f varia entre células cancerigenas y no cancerigenas, lo que nos

permitira contribuir en validar o invalidar la propuesta de elF3f como marcador

prondstico de cancer
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3. JUSTIFICACION

Los antecedentes de elF3f han demostrado su participacion en procesos de sintesis
proteinas, sefializacién y proliferacion celular; procesos que al ser alterados

conllevan a la oncogénesis.
Es de nuestro interés el estudio del gen elF3f a nivel molecular para comprender su
funcion en relacion al ciclo celular, asi como el determinar si su patron de expresion

proteico varia entre células cancerigenas y no cancerigenas.

4. HIPOTESIS

No existe diferencia en el patron de expresion del gen elF3f durante el ciclo celular,

entre linfocitos no cancerigenos y cancerigenos.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer el patron de expresion de elF3f en linfocitos humanos para las distintas

fases del ciclo celular.

5.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

1) Determinar el patron de expresion del gen elF3f en linfocitos sanos en estado
de quiescencia y en proliferacion.

2) Identificar las fases del ciclo celular y su relacién con la expresion del gen
elF3f de linfocitos de voluntarios sanos y de pacientes con LLA.

3) ldentificar si existe pérdida alélica de elF3f en las muestras.

4) ldentificar si existe pérdida de microsatélites cercanos al locus de elF3f en las

muestras.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 MATERIALES

Este proyecto se llevd a cabo bajo los lineamientos de la norma oficial mexicana
NOM-012-SSA3-2012, la Declaracién de Helsinki y el Codigo de Nuremberg. Cuenta
con la aprobacion de los comités de bioética e investigacion de la Facultad de
Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez” y del Hospital Infantil “Eva

Samano de Lopez Mateos” de Morelia, Michoacan (Anexo 1y 2).

7.1.1 Linfocitos humanos de sangre periférica

Muestras obtenidos de voluntarios sanos.

INCLUSION: voluntarios con un rango de edad entre 20 y 30 afios.

EXCLUSION: voluntarios que refirieran antecedentes patoldgicos en un lapso
aproximado de 2 meses previos a la toma de muestra.

ELIMINACION: muestras cuyo frotis de sangre periférica haya presentado datos

anormales en cuanto a la morfologia de linfocitos.

7.1.2 Linfocitos humanos de médula ésea

Muestras obtenidas de pacientes del Hospital Infantil de Morelia.

INCLUSION: paciente menor de 15 afios de edad, con autorizacién por parte del
padre o tutor, con indicacién de aspirado de médula 6sea.

EXCLUSION: no aplica.

ELIMINACION: muestras de material bioldgico insuficiente.

7.2 METODOS

7.2.1 Frotis de sangre

Se utilizdé la técnica del portaobjetos en cufa. En esta técnica se utilizan dos
portaobjetos: el primero se utiliza como soporte del extendido sanguineo y el otro
como portaobjetos extensor. Una gota de sangre se coloca en un extremo del

portaobjetos; el portaobjetos extensor debe de ser sostenido de manera segura por
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delante de la gota de sangre en un angulo de 35 a 45° con respecto al otro
portaobjetos. El portaobjetos extensor se desliza hacia atras hasta que toma contacto
con la gota de sangre y se sostiene en esa posicion hasta que la sangre se esparce
por todo el ancho del portaobjetos. A continuacion, el extensor se desliza con rapidez
y suavidad hacia el otro extremo del portaobjetos que sirve de soporte del extendido,

con lo que se crea un frotis en cuia.

7.2.2 Tincidn del frotis de sangre

Se realizé mediante la técnica de Wright, ya que puede ser utilizada para sangre
periférica y médula ésea (reactivos se obtuvieron de Hycel de México). Las células
fueron previamente fijjadas con metanol. Ya seco, se agregd 1 mL de colorante en
toda la extension del frotis, se dejé por 3 minutos en el caso de la sangre periférica y
7 en el de médula 6sea; después, se agrego buffer de fosfatos en la misma cantidad
del colorante y se mezclé sobre la superficie; se dejoé actuar por 5 minutos en el caso
de sangre periférica y 7 para médula ésea. Se quité el buffer con agua destilada
hasta aclarar. Se dejo secar al aire y, posteriormente, se procedio al analisis en el

microscopio.

7.2.3 Cultivo celular

El cultivo de lifocitos se realizé en tubos conicos estériles de 15 mL que contenian 10
mL de Medio Minimo Escencial de Eagle (MEM, por sus siglas en inglés Minimum
Essential Medium) de la marca Sigma-Aldrich®, suplementado con 18 mM de
NaHCOs3 (Sigma-Aldrich®), 2 mM de L-glutamina (Sigma-Aldrich®), 10 mM de
Hepes (Sigma-Aldrich®) y suero fetal bovino (SFB) al 10%. (Invitrogen). El
mitdgeno utilizado fue 1.5% v/v de fitohemaglutinina (PHA) de Gibco; por ultimo,
se le agregaron dos antibidticos: penicilina 100 pL/mL y estreptomicina 0.1
mg/mL. En una cabina de seguridad biolégica Clase Il A2 (ThermoForma), se
agregaron 8 gotas de sangre total con una pipeta Pasteur estéril al tubo con
medio de cultivo; los cultivos se mantuvieron sellados en una incubadora

(ThermoForma) a 37 °C por 72 horas.
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7.2.4 Aislamiento de linfocitos

Se colecta la muestra que contiene el anticoagulante (tubos de Heparina BD
Vacutainer®), después se diluye la sangre con un volumen igual de PBS.
Usando una pipeta Pasteur, cuidadosamente se coloca la mezcla de sangre con PBS
sobre los 3 mL de Lympholyte®-H (Cedarlane Canada), que previamente ha sido
colocado en un tubo cénico de 15 mL, tratando de mezclar lo menos posible. Se
centrifuga a 800 g por 20 minutos a temperatura ambiente. Se forma una capa visible
intermedia de linfocitos. Usando una pipeta Pasteur se colectan los linfocitos y se
colocan en un nuevo tubo cénico de 15 mL. Se diluyen los linfocitos con PBS para
reducir la densidad de la solucion. Se centrifuga a 800 g por 10 minutos para
sedimentar a los linfocitos y se desecha el sobrenadante. Por ultimo, se resuspende
en PBS y la muestra se prepara para Citometria de Flujo.

7.2.5 Aislamiento de leucocitos

Este método se utilizé para la extraccion de DNA de las muestras de los voluntarios
sanos, para las muestras de los cultivos con PHA y su posterior preparacion para
Citometria de Flujo, y para la extraccion de DNA a partir de los cultivos de las

muestras provenientes de los pacientes.

La técnica consiste en usar un buffer de lisis eritrocitaria (NH4Cl 0.17 M, KHCOs 10
mM y EDTA 0.1 mM) donde se agregan 14 mL de buffer por cada mL de sangre total
y se incuba por 10 minutos a 4 °C con agitacion continua. Terminado el periodo de
incubacion, se procede a centrifugar las muestras a 300 g por 5 minutos a 4 °C, se
aspira el sobrenadante y se resuspende el aglomerado de células en PBS frio (4 °C);
se centrifuga a 150 g por 10 minutos a temperatura ambiente y se desecha el
sobrenadante. Por ultimo, se resuspende en PBS para continuar con el

procedimiento de extraccion de DNA o Citometria de Flujo.
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7.2.6 Determinacién de concentraciéon celular y viabilidad

Esta técnica es utilizada para conocer la cantidad y calidad de los linfocitos obtenidos
después de su aislamiento. De las células resuspendidas en PBS se toma una
porcion y se realiza una dilucion 1:4 con azul de tripano (Sigma-Aldrich®). Las
células viables no permitiran el paso del colorante a través de la membrana celular,
mientras que las células no viables se tinen de azul. Se transfiere una pequena
cantidad de la mezcla a una camara de Neubauer, dejando que la camara se llene
por capilaridad. La camara de Neubauer se coloca en un microscopio optico invertido
(LEICA) a 40X y se cuentan las células vivas y muertas encontradas en el cuadro del
centro y en los cuatro cuadrados de las esquinas de ambos lados de la camara. La
concentracion celular y el indice de viabilidad (porcentaje de células viables) se

determinaron de la siguiente forma:

No. de células * 10°
mL

= (Factor de conversion de la cAimara) * (Factor de dilucién)

* (No. de células en 10 cuadros)

Donde:

Factor de conversion de la cAmara = 0.001

(Volumen de la muestra + Volumen del colorante)

Factor de diluciéon =
Volumen de la muestra

El porcentaje de viabilidad celular se calcula de la siguiente manera:

No. de células viables

% de viabilidad =
% de viabilida No.de células totales

100

7.2.7 Citometria de Flujo
7.2.7.1 Preparacioén de la muestra

Se determina el volumen a tomar para aproximadamente 500,000 células y se pasan

a un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Se centrifuga a 250 g por 6 minutos, se retira el
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sobrenadante y se agrega 1 mL de solucién de lavado (PBS 1X, EDTA 5 mM, BSA
0.2%). Después, se centrifuga a 150 g por 6 minutos, se decanta el sobrenadante y
se resuspende en 1 mL de solucion de lavado; nuevamente se centrifuga a 250 g por
6 minutos y se retira el sobrenadante. Se agregan 500 pyL de solucion fijadora (2%
v/v formaldehido, 0.2% v/v glutaraldehido, en PBS 1X), y se incuba por 10 minutos a
temperatura ambiente con agitacion. Se agregan 500 pL de solucién de lavado y se

almacena a 4 °C hasta que se vaya a utilizar en el citometro.

7.2.7.2 Deteccién de elF3f y las fases del ciclo celular

Para la determinacion de le expresion de elF3f se centrifugan las muestras a 250 g a
4 °C por 10 minutos y se resuspende en 100 yL de solucion de lavado (PBS 1X,
EDTA 5 mM, BSA 0.2%), se le agrega el anticuerpo primario (conejo anti elF3f 1:50,
(Biolegend) y se deja incubar 1 hora a temperatura ambientes con agitacion suave.
Se centrifuga a 250 g por 10 minutos y se lava con 1 mL de solucién de lavado. Se
resuspende en 100 pL de solucidon de lavado. Se afade el anticuerpo secundario
(raton anti conejo IgG - FICT 1:25, Santa Cruz Biotechnology) y se incuba en
oscuridad por 30 minutos a temperatura ambiente con agitacion suave. Se centrifuga
a 250 g por 10 minutos y se lava con 1 mL de solucion de lavado. Se resuspende en
500 pL de solucion de lavado con 2.5 ug/mL de RNAsa y 50 ug/mL de yoduro de
propidio (Pl). Se homogeniza y se incuba por 30 minutos a temperatura ambiente en
obscuridad. Posteriormente, se procede a leer en el Citometro de Flujo. Se utilizé un
citometro CytoFLEX (Beckman Coulter) y los resultados fueron analizados con el
software CytExpert versiéon 1.2.11.0. Las condiciones en las que se empled el
citometro fueron: para FICT un laser de excitacion de 488 nm y un detector 520/40
BP, y para Pl se us6 un laser de 561 nm y un detector 585/42 BP. Se utilizé un flujo
de 10 pyL/minuto para adquirir un total de 10,000 eventos, siendo el vehiculo de la
suspension celular el PBS. Previo al analisis de las muestras se realizd un
procedimiento denominado compensacion; esto debido a que puede existir el
sobrelapamiento entre los espectros de emision cuando se usan dos o mas

fluorocromos. El proceso de compensacién permite corregir el sobrelapamiento.
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7.2.8 Reaccidén en Cadena de la polimerasa (PCR)

7.2.8.1 Eleccion de oligonucledétidos

Para el analisis de DNA, la seleccion de los microsatelites y la secuencia de los
oligonucledtidos iniciadores, se realizo de acuerdo a lo reportado por Shi y
colaboradores (2008): 3 microsatélites del brazo corto del cromosoma 11. Las
secuencias de los iniciadores para dichos microsatélites y para elF3f (Higareda-

Mendoza et al. 2010) se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5.- Oligonucleoétidos utilizados para la PCR.

REGION NOMERE SECUENCIA Pasicion 5° T [*C] | Ampliedn (ph)
Cramosoma 11
Promotar+Exonl | Forward GLTOCTOGOGLCAMMAGT TO87156 61.44 203
elFaf Reverss GACCATUTTATCGAGAAAGAAGG | 7O87I5E 61.48
Microsatélite 1 Farward TOTGLATGTGCATGAGTG 2305593 5600 173
51318 Aevarse CCCGTATGGLAACAGG 2306115 54.10
Microsatélite 2 Forward GACGETTTAACTOGTATATCTAAGAL | 5966746 55.14 357
51338 Aeverse TAATGETACTTATTITGGAGTGTG 5967002 S4.46
Microsatélite 3 Forward GLTGUTTOCATGAGAGGATALTG TZ70T81 60,80 198
51331 Aeverss GCAGAGUCCTTTGCAGTCTT F270973 60.89

7.2.8.2 Amplificacién por PCR

La extraccién de DNA se realizé con el kit DNAzol® (Invitrogen) de acuerdo a las
instrucciones del manual. Se purificé el DNA con el kit MinElute® (Qiagen®).
Posteriormente se cuantificO el DNA mediante el espectrofotometro (Jenway
6405) a una longitud de onda de 260 nm. El DNA se amplific6 mediante la PCR
utilizando los oligonucledtidos especificos previamente mencionados. La mezcla para
la PCR se preparé en un volumen final de 50 uL, conteniendo 500 ng de DNA
templado y una mezcla de dNTP (0.3 mM de cada uno), MgSO4 (1 mM), par de
oligonucledtidos iniciadores (25 pM cada uno), 0.2 yL de DNA polimerasa de alta
fidelidad (PlatinumR Pfx DNA Polymerase, Invitrogen), buffer de amplificacion 1X 'y
agua de calidad ultrapura para completar el volumen final de 50 uL. La amplificacién
fue realizada en el termociclador Mastercycler Gradient Eppendorf, empleando las

siguientes condiciones: 2 minutos de desnaturalizacion inicial a 95 °C; 30 ciclos de
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amplificacion a 94 °C durante 30 segundos, a 50 °C durante 30 segundos y a 68 °C

durante 30 segundos; y un ciclo de elongacion final a 68°C por 4 minutos.

7.2.8.3 Analisis de productos de PCR

El tamano de los fragmentos obtenidos por PCR fue evaluado por electroforesis en
geles agarosa al 1.5% en buffer TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM, pH 6.8)
con 2 uL de bromuro de etidio (5 mg/mL). La escalera de peso molecular fue 1 kb
Plus DNA Ladder (ThermoFisher). Las muestras fueron corridas a 80 mV (fuente de
poder de BIO-RAD powerPac Basic!™) durante 90 minutos y las bandas fueron
visualisadas en un transiluminador UV (Koefer). Se adquirieron las imagenes de los
geles con un sistema fotodocumentador (KODAK). El programa Kodak Digital
Science 1D del ordenador permite determinar el peso molecular, medir la densidad

optica y, por lo tanto, la concentracion (intensidad) de cada banda.
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8. ANALISIS ESTADISTICO

Se calcularon las medias referentes a la intensidad relativa del fluorocromo utilizado

para identificar la proteina de elF3f.

Para determinar la normalidad de los datos, se aplicé la prueba de normalidad de
Shapiro - Wilk. También se verifico la homogeneidad de las varianzas mediante la
prueba de Levene. Se trabajo con un nivel de significancia de ( 5%. Las pruebas

paramétricas utilizadas se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6.- Pruebas paramétricas utilizadas.

PRUEBA DESCRIPCION

ANOVA unavia Calculala media de 3 o0 mas grupos (G0-G1, S, G2-M).

t de Student Calcula la media de un grupo antes y después del tratamiento.

apareada (Linfocitos en quiescencia vs. linfocitos en proliferacion de los
sanos).

t de Student Calcula la media de dos grupos (Linfocitos en proliferaciéon de

independiente sanos vs. linfocitos de pacientes).
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

El objetivo principal de este trabajo fue identificar el perfil de expresion del gen elF3f
en linfocitos humanos; para poder sustentar nuestra hipotesis utilizamos linfocitos de

individuos sanos y linfocitos de pacientes con LLA.

Frotis de sangre periférica de voluntarios sanos
A los individuos sanos se les realizé un frotis de sangre periférica. Cada frotis fue
observado al microscopio con la finalidad de identificar una anormalidad que pudiera

interferir con el estudio. Los frotis se observaron con diferentes objetivos (10x, 40x y

100x) como se muestra en las siguientes figuras (9, 10 y 11, respectivamente):

Figura 9.- Frotis de sangre al microscopio con objetivo 10x. A: Se observa aglutinacion de
eritrocitos. B: Se observa una distribuciéon normal de eritrocitos sin la presencia de células
grandes anormales como los blastos.

Los frotis de sangre no deben ser demasiado gruesos porque las células se
amontonan y no pueden ser reconocidas, ni diferenciarse; ni demasiado delgados

porque las células se deforman, distorsionan y destruyen.
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Figura 10.- Frotis de sangre al microscopio con objetivo 40x. A: La aglutinacion de eritrocitos
no permite distinguir los leucocitos. B: Relacién eritrocito/leucocito de aproximadamente
200/1.

Figura 11.- Frotis de sangre periférica al microscopio con objetivo 100x. Permite identificar a
los leucocitos. A: Neutréfilos segmentados. B: Neutréfilos en banda. C: Linfocitos.
D: Monocito. E: Eosindfilo. F: Basdfilo.

M.C. Alicia Areli Bautista Tejeda 36




Perfil de expresion del gen elF3f en linfocitos humanos
2017

Utilizando el objetivo 100x del microscopio se realizd el recuento diferencial de
leucocitos. En la Tabla 7 se muestran los resultados del recuento diferencial; del lado
izquierdo se observa los porcentajes esperados y del lado derecho el promedio de

los individuos.

Tabla 7.- Porcentaje leucocitario de individuos sanos.
Leucocitos Rango de referenciaen Media obtenida a partir

el adulto (sangre de los individuos sanos
periférica) (%) (%)
Neutroéfilos

segmentados

Neutrofilos en banda

Se obtuvieron 10 muestras, de las cuales una mostro ligera linfocitosis; en el resto de
las muestras se obtuvieron linfocitos dentro de los valores esperados. No se
observaron alteraciones morfolégicas en ninguna de las muestras. Por lo tanto, se
consideraron todas las muestras para el analisis del perfil de expresion de elF3f por
Citometria de Flujo y se les realizd extraccion de DNA para su posterior analisis por
PCR.

Frotis de médula 6sea de pacientes

El frotis de los pacientes nos permitié identificar la morfologia y realizar un conteo
rapido de los blastos presentes en médula 6sea. Se obtuvieron un total de 6
muestras de aspirado de médula 6sea provenientes del Hospital infantil; se
descartaron 3 muestras de pacientes, dos porque el estudio de inmunotipificacion

reportd ausencia de células sugestivas de malignidad y la tercera fue diagnosticada
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como Leucemia Mielocitica Aguda. Las tres muestras restantes presentaron un
diagndstico de LLA con inmunofenotipo de Pre-B comun (Figura 12), que es el
inmunofenotipo mas frecuente, lo que concuerda con las estadisticas previamente
mencionadas. Dos de ellos presentan recaida y uno es un caso nuevo. La
citogenética se reportdé en dos casos: 1) de 14 células analizadas: 1 célula con 48x
t:(1:5)(p36:936)+9+22, 1 célula con 45 XY -12 y 13 XY; 2) 56, XXY, +4, +6, +8, +10,
+17, +18, +19, +21, +mar (2)/ 57<2 n+>XXYY, +4,+5, +6, +10, +16, +17, +19, +21,
+22(4)/ 46 XY [14].

Blastos

Figura 12.- Frotis de médula 6sea al microscopio con objetivo de 40x.

Citometria de Flujo

El término “crear ventana” se refiere a la habilidad de aislar poblaciones especificas
dentro de una muestra heterogénea, permitiendo que el analisis se limite a una
subpoblacién. El grafico de puntos de acuerdo a la dispersion de luz FSC vs. SSC es

el método mas simple de depuracion; tiene la ventaja de que las células muertas o
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detrirus (desechos celulares) pueden excluirse del analisis. Por lo tanto, lo primero
que se realizd fue un analisis de los leucocitos para crear una ventana que nos
permitiera reconocer solo a los linfocitos. Para esto, se prepararon 2 muestras de
sangre periférica de un mismo individuo: en la primer muestra (Figura 13.A) no se le
adiciond ningun fluorocromo, se cred un grafico de puntos donde se seleccionaron
diferentes subpoblaciones de acuerdo a su tamafio y complejidad celular; por el otro
lado, a la segunda muestra se le agreg6 anticuerpo FICT anti-human CD19 (BD
Biosciences) que es especifico para los linfocitos B. Como se observa en la figura
13.B, se tifie de morado el centro de la subpoblacion de rojo, por lo que se considera
que ahi se encuentra la ventana que selecciona a los linfocitos y se toma como

referencia para los analisis posteriores.

Los datos previos nos ayudaron a la creacion de nuestro templado, el cual se utilizé
en las tres diferentes muestras: linfocitos sanos en quiescencia, linfocitos sanos en
proliferacion y linfocitos provenientes de pacientes. Después de la eleccion de la
ventana de los linfocitos (opcion A de las figuras 14, 15 y 16), fue necesaria la
creacion de una nueva ventana con la finalidad de excluir los “dupletes” (células
dobles), y asi evitar la sobreestimacién de la intensidad de los flurorocromos que
pudiera interferir con nuestros resultados. Como se observa en la opcién B de las
figuras 14, 15y 16, se realiz6 un grafico de puntos que mide la intensidad del yoduro
de propidio (Pl), area vs. Altura, de acuerdo a lo establecido por Wersto y
colaboradores (2001). Posteriormente, para distinguir las fases del ciclo celular (GO —
G1, Sy G2 — M), se cred un histograma en donde el eje de la X muestra la intensidad
del PI (en escala lineal) y sobre el eje de la Y el numero de células, como se muestra
en la opcion C de las figuras 14, 15 y 16. La fase GO — G1 tiene una media
aproximada de 100,000 unidades de intensidad relativa del Pl y, por lo tanto, esto
corresponde a 2N (diploide); la fase G2 — M tiene una media aproximada de 200,000
unidades de intensidad relativa del PI, que corresponde a 4N (tetraploide); en la fase
intermedia entre GO — G1 y G2 — M se ubica la fase S. Es importante mencionar que
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por cada ventana creada, el software del equipo nos proporciona la media y la

mediana de las intensidades de los flurocromos, en este caso de FICT y PI.
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Figura 13.- Ventanas para la seleccion de linfocitos. A: Subpoblaciones de leucocitos.
B: Seleccion de la ventana de la subpoblacion de linfocitos.
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A continuacion de muestran los cambios que existen con las tres muestras de

linfocitos humanos (Figuras 14, 15y 16).
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Figura 14.- Linfocitos sanos en quiescencia. A: Seleccion de la ventana de linfocitos. B:
Eliminacion de dupletes. C: Se observa a los linfocitos en la fase equivalente a GO-G1.
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Figura 15.- Linfocitos sanos en proliferacion. A: Seleccion de la ventana de linfocitos. B:
Eliminacion de dupletes. C: Se observan los linfocitos en todas las fases del ciclo celular.
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Figura 16.- Linfocitos de pacientes con LLA. A: Seleccion de la ventana de linfocitos.
B: Eliminacion de dupletes. C: Se observan los linfocitos en todas las fases del ciclo

celular.
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Esta investigacion tuvo como objetivo determinar por Citometria de Flujo el patron de
expresion de la proteina elF3f en linfocitos humanos. Para corroborar nuestro primer
objetivo especifico, que consistié en determinar el patrén de expresidon de elF3f de
linfocitos sanos en estado de quiescencia y en proliferacion, se realiz6 una
comparaciéon de las medias de la intensidad relativa de FICT (equivalente a la
concentracion relativa de elF3f) que se obtuvieron a partir de las ventanas creadas
en la opcién B de las figuras 14 y 15; esto nos proporciona la intensidad relativa de
elF3f, sin diferenciar las fases del ciclo celular en la que se encuentran distribuidas

las células.
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Figura 17.- Comparacioén de la expresion de elF3f de linfocitos en quiescencia vs. linfocitos
en proliferacion. Se realiz6é una prueba t de Student de muestras apareadas. Se obtuvo una
p <0.05.

Estos resultados muestran que los linfocitos en estado de quiescencia expresan
menos proteina de elF3f que los linfocitos estimulados con un mitégeno, donde se
pone en marcha el ciclo celular y, por lo consiguiente, se activa la maquinaria de
traduccidén que proporcionara las proteinas necesarias para que se lleve a cabo la
progresion del ciclo celular. El incremento en la expresion de elF3f en los linfocitos
en proliferacion corrobora con lo reportado en la linea celular A549 en proliferacion
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vs. quiescencia (Higareda-Mendoza et al. 2010). Estos resultados contradicen lo
publicado por Miyamoto y colaboradores (2005) quienes reportan que los niveles del
MRNA vy la proteina de las subunidades “f" y “” del complejo elF3 no se modifican en
linfocitos T de cerdo al ser activados con un mitégeno y en comparacion con los
linfocitos en estado quiescente; sin embargo, también reportan que la presencia de
estas subunidades en el complejo de elF3 unido a los ribosomas sélo se aprecia en
los linfocitos activados y es casi imperceptible en aquellos en estado quiescente. No
tienen una explicacion a su aparente contradiccidn, pero al revisar sus datos, es
posible que estén subestimando la concentracion de estas subunidades en la
primera parte de sus resultados, principalmente por la diferencia en la especificidad

de los anticuerpos utilizados.

Para cumplir con el segundo objetivo, se identificaron las fases del ciclo celular y su
relacion con la expresion del gen elF3f en linfocitos de voluntarios sanos y de
pacientes con LLA. En la figura 18 se observa la distribucion de un conjunto de datos
en las diferentes fases del ciclo celular de los linfocitos sanos en proliferacion
(linfocitos activados).
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Figura 18.- Diagrama de caja de la intensidad relativa de elF3f durante el ciclo celular de
linfocitos sanos en proliferacion.

Intensidad relativa de elF3f
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Se realizé una comparacién intergrupal de la intensidad relativa de elF3f mediante un
analisis ANOVA de una via, obteniendo una diferencia significativa (p<0.05); cada
grupo corresponde a una fase del ciclo celular (GO — G1, Sy G2 — M). En la figura 19
se observan los cambios en las unidades de intensidad relativa de elF3f durante las

diferentes fases del ciclo celular.
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Figura 19.- Perfil de expresion de elF3f en linfocitos sanos en proliferacion. Se realizd una
prueba de ANOVA, se obtuvo una p<0.05.

En la figura 20 se muestra la distribucion de datos que presentaron los linfocitos de
pacientes con LLA; como se observa, existen rangos muy variables. En la figura 21
se observa que el perfil de expresién de los linfocitos de pacientes con LLA es muy
similar al encontrado en los linfocitos sanos en proliferacion; sin embargo, al realizar
el analisis estadistico, no existe diferencia significativa entre las fases del ciclo
celular, esto puede ser porque el numero de pacientes no es lo suficientemente

amplio.
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Figura 20.- Diagrama de caja de la intensidad relativa de elF3f durante el ciclo celular de
linfocitos de pacientes con LLA.
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Figura 21.- Perfil de expresion de elF3f en linfocitos de pacientes con LLA. Se realiza prueba
ANOVA en donde se obtiene una p>0.05.
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El estudio de proteinas nucleares y de superficie en cantidades variables en las
diferentes fases del ciclo celular puede permitir una mejor comprension de los
mecanismos que regulan la proliferaciéon celular, proporcionando parametros
adicionales para describir el ciclo celular. La Citometria de Flujo nos permite una
correlacion directa de la expresion de la proteina y la distribucién del DNA. Para
comprender mas el patron de expresion de elF3f se realiz6 una busqueda en la
literatura de proteinas cuantificadas en las diferentes fases del ciclo celular. Giordano
y colaboradores (1991) realizaron un analisis mediante Citometria de Flujo sobre la
proliferacion celular asociada con una proteina nuclear denominada antigeno nuclear
de proliferacién celular (PCNA, por sus siglas en inglés proliferating cell nuclear
antigen), utilizaron linfocitos humanos obtenidos de sangre periférica en estado de
quiescencia, linfocitos estimulados con un mitégeno (PHA) y linfocitos provenientes
de aspirados de médula 6sea de pacientes que no habian recibido tratamiento al
momento de la toma de muestra y con diagnéstico de leucemia aguda no
linfoblastica. Encontraron que el patrén de expresion de PCNA en linfocitos en
proliferacion y en linfocitos provenientes de pacientes con leucemia aguda presenta
cantidades no significativas en la mayoria de las células durante las fases de G0/G1,
existiendo un aumento en la inmunofluorescencia de PCNA en las células que se
encuentran al final de la fase G1, con un incremento maximo durante la fase S y un
posterior decremento en las fases G2 — M. Es importante recordar que la proteina
PCNA es un cofactor de la DNA polimerasa y favorece a la sintesis de DNA; por lo
tanto, su funcién se relaciona con el perfil de expresion de PCNA donde existe un
aumento al final de la fase G1 teniendo un pico maximo en la fase S, que es la fase
donde se lleva a cabo la sintesis de DNA. El perfil de expresion de PCNA difiere del
encontrado en elF3f, ya que en elF3f se observa la menor cantidad de intensidad
relativa de elF3f durante la fase GO — G1, un nivel intermedio en la fase S y su pico
maximo de expresion en G2 — M; estos resultados son similares a los encontrados en
estudios previos realizados por el grupo de trabajo, donde se ha observado a través
de Western Blot que la expresién de elF3f en varias lineas celulares oscila en las
distintas fases del ciclo celular, presentando dos maximos de intensidad relativa de
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elF3f, el primero durante el inicio de la fase S y el segundo durante la transicion G2 —
M; en este ultimo es donde se da la mayor expresion de elF3f. Entonces, podemos
proponer que los linfocitos humanos, sanos y cancerigenos, conservan el mismo
perfil de expresion encontrado en las lineas celulares A549 (Higareda-Mendoza et al.
2010), Ramos y HepG2 (Carredn-Garciduenas 2012).

Otra proteina ligada al ciclo celular es la ornitina descarboxilasa (ODC) ya que se
han realizado diferentes observaciones; la primera es que presenta una actividad
extremadamente baja en células en G0-G1 y que al ser estimuladas para dividirse
existe un aumento en la actividad de la proteina; la segunda es que en células
sincronizadas se observa un aumento significativo de expresion durante la fase G1,
antes de la sintesis de DNA, y otra en la transiciéon G2-M (Pyronnet et al. 2000, Key
et al. 1980). Hasta el momento, elF3f y ODC son las unicas proteinas en las que se

ha reportado una expresion bifasica durante el ciclo celular a nivel traduccional.

La expresion diferencial (no constitutiva) de un gen durante el ciclo celular es un
indicativo de los eventos a los que pudiera estar adscrito durante la division. En
estudios realizados por el grupo de trabajo se ha demostrado la estrecha relacion
entre elF3f y el ciclo celular; Gobmez—Correa (2013) reporté que la actividad de elF3f
es modulada por el complejo CDK1/Ciclina B (por medio de una fosforilacion) durante
la transicion G2-M. Pero su participacion en la fase S del ciclo celular continua
incierta. Jiménez-Alcantar (2014) reporté la participacion de elF3f en la via de
degradacion por ubiquitina de la proteina p27, un importante inhibidor quinasa

dependiente de ciclina para la transicion G1-S.

Por lo anterior, elF3f es considerada una proteina aun con muchas interrogantes por
resolver acerca de su funcién o funciones. Por un lado, se sabe que es un gen
conservado en eucariotes, esencial para la viabilidad celular, cuya expresion y, por
ende, concentracion, es dependiente de las distintas fases del ciclo celular. Sin

embargo, algunos investigadores le adscriben una funcion de supresor de tumor,
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pudiendo ser utilizado como marcador prondstico ya que encontraron que la
expresion del gen de elF3f se encuentra disminuida en diferentes tipos de cancer
(Shi et al. 2006); que la disminucidn en la expresion de elF3f se relaciona con el
estadios de avance tumoral (Cheng et al. 2014, Li et al. 2014). Para corroborar si
existe diferencia en la expresion de elF3f entre los linfocitos sanos en proliferacion
vs. linfocitos de pacientes con LLA (figura 20), se realiz6 una comparacién de las
medias de la intensidad relativa de FICT (elF3f) que se obtuvieron a partir de las
ventanas creadas en la opcion B de las figuras 15 y 16. Asimismo se realiz6 una
comparacion entre las muestras obtenidas de médula 6sea de pacientes sin y con
diagndstico de LLA (Figura 22).
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Figura 22.- Comparacioén de la expresion de elF3f en linfocitos sanos en proliferacion
(activados) vs. linfocitos de pacientes con LLA. No se encontrd una diferencia significativa
entre los grupos.
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Figura 23.- Proteina total de elF3f en las diferentes muestras de médula 6ésea de pacientes
del Hospital Infantil de Morelia.

En ambos graficos se observa una disminucién en la expresion de elF3f en los
pacientes con LLA, comparados con linfocitos activados de voluntarios sanos y con
la muestra de médula 6sea de un paciente que resultd ser sano. Si la comparacion
se hace entre los linfocitos sin activar de los voluntarios sanos (Figura 17) y los de
pacientes con LLA, entonces la relacidn es inversa; mostrando que es importante el
estado proliferativo de la muestra, es decir, el origen de la muestra asi como la
distribucién celular en las distintas fases del ciclo. Macleod (2000) propone que no
s6lo se debe considerar si un gen esta encendido o apagado, o cuales son los
niveles de un regulador de crecimiento en particular, si no que es critico el
entendimiento de las sefnales producidas por las diferentes moléculas en las muchas
vias reguladoras del crecimiento a las que pertenecen los supresores de tumor como
lo son RB1 y p53, entre otros. Por los datos obtenidos en este trabajo y del grupo de
trabajo, aun existen muchas interrogantes acerca del gen de elF3f y su expresion

antes de que se pueda considerar un supresor de tumor.
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Para cumplir con los dos ultimos objetivos (demostrar si existe pérdida alélica de
elF3f o de algun microsatélite cercano), se realizaron amplificaciones por PCR
utilizando los oligonucledtidos descritos en la seccion de métodos. Con todos los
pares de oligonucleotidos se realizaron las pruebas necesarias para la que los
amplificados de DNA se mantuvieran en fase exponencial, y asi evitar la saturacion
de los productos; se determind que en todos los casos la amplificacion debia ser de
30 ciclos como maximo. También se utilizaron dos concentraciones de templado para
corroborar lo anterior. Primero se estandarizaron las condiciones del PCR utilizando
DNA genodmico de la linea celular A549; los amplicones esperados se muestran en la

figura 24.

Figura 24.- Amplificacion del gen elF3f y los microsatélites 1331, 1338 y 1318 para DNA de
la linea celular A549. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio que muestra el
marcador de peso molecular en el primer carril y los amplicones de elF3f, 1331, 1338 y 1318
en los carriles subsecuentes.

Se realizaron amplificaciones con un gen control de actina, debido a que es
considerado un gen constitutivo. En la figura 26 se observan los amplicones de
actina obtenidos para algunas muestras de sanos y pacientes, utilizando 1000 ng

(banda izquierda) y 500 ng (banda derecha) de templado.
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Figura 25.- Productos de amplificacion del gen de actina para muestras de un sano (S) y 4
pacientes (P) del Hospital Infantil.

Posteriormente se realiz6 la amplificacion del gen elF3f y de los microsatélites 1331,
1338 y 1318 en las muestras obtenidas de voluntarios sanos y pacientes. En la figura
26 se muestran ejemplos de estas amplificaciones. Sélo hubo ausencia del
microsatélite 1338 para un voluntario sano (S8); sin embargo, no se vio diferencia
significativa en la expresion de elF3f (detectada por Citometria de Flujo) con respecto
a los otros voluntarios sanos, sugiriendo que este microsatélite no esta involucrado

en la pérdida alélica de elF3f.

1 5

—————— —— iﬁl.:;;_*__

1331 1338

5

Figura 26.- Amplificacion del gen elF3f y los microsatélites 1331, 1338 y 1318 para DNA de
voluntarios sanos. Gel de agarosa al 1.5% tenido con bromuro de etidio que muestra al
centro de la figura el marcador de peso molecular y los amplicones de las muestras de

estudio en el resto de los carriles.

Los resultados preliminares obtenidos por densitometria, en donde se considero la

intensidad neta de cada muestra se muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8.- Intensidad neta de los amplicones para el gen elF3f y los microsatélites 1331, 1338
y 1318 en muestras de voluntarios sanos.

eiF3f 1318 1331 1338
S1 61559.03 35855.06 59459.68 7216.04
S2 65025.51 45930.61 52105.82 8498.00
S3 59913.00 60670.78 53176.29 1595.78
S4 52278.53 66590.51 64627.29 26890.51
S5 57800.06 50399.85 71848.23 28114.86
S6 56109.00 32330.79 71905.16 20235.87
S7 63211.16 44947 .32 78169.20 11405.54
S8 15158.96 15859.97 14857.87 -3094.27
S9 65612.49 45184.68 72685.88 42657.71
$10 51720.11 52606.61 65031.88 13288.16

En la Tabla 9 se muestra un ejemplo que se utilizé6 para observar si existe

pérdida

alélica en muestras de sanos y pacientes. Se utilizaron 500 ng de DNA templado y se

amplificaron los genes de actina y elF3f. Se normalizaron los productos de elF3f con

el amplicon de actina, en donde 1 corresponde a que no existe pérdida alélica 'y 0.5

corresponde a que existe pérdida alélica.

Tabla 9.- Simulaciéon de un modelo para observar si existe pérdida alélica.

Actina elF3f *
S1 19660 16772 0.85
S4 4099 5522 1.35
P1 8805 1065 0.12
P2 7827 8307 1.06
P3 15075 16341 1.08
P4 6408 8979 1.40
P5 6701 6486 0.97
P6 5034 16613 3.30
*elF3f normalizado con actina.

Con los resultados obtenidos se observd una gran variabilidad en la intensidad neta

de cada producto, lo cual complica el realizar un analisis adecuado. Newton et al.

1998, reporta que a medida que el genoma se mapea con una alta densidad de

marcadores de microsatélites, existe un amplio espectro de pérdidas genéticas,
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ganancias y otros cambios en las células cancerosas. Pero un problema basico, que
es en gran medida estadistico, es distinguir los cambios esporadicos de aquellos que
no son esporadicos y que de verdad tengan significan biolégica. Esta variabilidad
encontrada en nuestros datos, también se encontré en lo reportado por Doldan et al.
2008; por lo tanto, lo consideramos como un método poco preciso para la evaluacion
de pérdida alélica, haciendo imprescindible el uso de PCR tiempo real u otro método

menos subjetivo.
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10. CONCLUSIONES

% No existe diferencia en el patron de expresion del gen elF3f durante el ciclo

celular, entre linfocitos en proliferacion no cancerigenos y cancerigenos.

% La expresién de elF3f oscila durante el ciclo celular, con expresion maxima en
la fase G2-M, intermedia en S y minima en GO0-G1, lo que nos permite
proponer que el perfil de expresion de elF3f esta conservado entre linfocitos

sanos en proliferacion y linfocitos cancerigenos.

% La expresién de elF3f se encuentra incrementada en linfocitos sanos en
proliferacion (cultivo estimulado con mitégeno) en comparacion con los

linfocitos en quiescencia.
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11. PERSPECTIVAS

« Agregar un marcador que nos permita diferenciar a las células que se
encuentran en la fase G2; y asi poder corroborar el descenso que ocurre en
esta mediante Citometria de Flujo.

« Aumentar el numero de pacientes con LLA que nos permita comprobar que

existe una diferencia estadisticamente significativa durante las diferentes

fases del ciclo celular; asi como también ver si la disminucién de la expresion

de elF3f puede considerarse como valor prondstico.
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lll. ANEXOS

ANEXO 1. Carta de aprobacion por parte del comité de investigacién y ética en

ié\t\‘/gstigacién de la Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio
avez”.

Facultad de Clencias Médicas y Blologicas
"Dr. lgnacio Chavez'

SECRETARIA ACADEMICA

A 'S UN TO: INFORMACION

Morelia. Mich.. 30 de Junio de 2016.

C. ALICIA ARELI BAUTISTA TEJEDA

ALUMNA PROGRAMA DE POSGRADO DE MAESTRIA
EN CIENCIAS DE LA SALUD DE LA FACULTAD

DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS

“DR. IGNACIO CHAVEZ"

PRESENTE

Le notifico que el protocolo de investigacion que Usted presentd ante esta Secretaria
Académica a mi cargo, y cuyo titulo es “Perfiles de Expresion del Gen elF3f en
Pacientes de Novo con Leucemia Linfoblastica Aguda y su Asociacion
con el indice de Proliferacion de Blastos” y que fue sometido a la evaluacion del
Comité de Investigacion y Etica en Investigacion de esta Dependencia Universitaria, quien (es)
de acuerdo con las recomendaciones de sus integrantes y de los revisores consideraron que
cumple con la calidad metodoldgica y los requerimientos de ética y de investigacion vigentes, por
lo que el protacolo fue AUTORIZADO, habiendose asignado el numero de registro de la
dependencia siguiente:

COMITE DE INVESTIGACION AREA N2 DE REGISTRO
Y ETICA EN INVESTIGACION
FACULTAD
DE CIENCIAS MEDICAS Y POSGRADO 004/P/6/2016
BIOLOGICAS

“DR. IGNACIO CHAVEZ"

Se le solicita informar del grado de avance del mismo acorde al cronograma de actividades asi
como el titulo de la revista, volumen, afio y paginas una vez que el mismo sea publicado. Como
el presente protocolo contempla la graduacion de un alumno indicar fecha y grado académico
obtenido.

DR. ARTURO VADRNCTA ORTIZ S e acioas

SECRE. ‘!ml\“(jo “DR. IGNACIO CHAVEZ”
SECRETARIA

ACADEMICA

¢c.p. Coordimador de la Inve:
¢ c.p. Archiva y Correspondenci
c.c.p. Archivo de la Secretaria A ica.

¢.c.p Jefawra de Investigacion Fac Cs Med y Biol “Dr. Ignacio Chavez”
DR.AVO/sgg* %

1on Cientifica. UMSNH
¢ la Facultad
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ANEXO 2. Aprobacion de Protocolo de investigaciéon por parte del Hospital

Infantil "Eva Samano de Lépez Mateos”.

se&m Hospital Infantil de Morelia
W “Eva Samano de Lépez Mateos” || M

BN i_v,; 5
STl ENSENANZA E INVESTIGACION w

2015 - 202

ASUNTO: Aprobaci6én de Protocolo de Investigacion

Morelia, Mich., a 09 de Mayo del 2016.

C. QFB. ALICIA ARELI BAUTISTA TEJEDA

PRESENTE.-

Por medio del presente informo a usted que su Proyecto de Investigacion titulado “PERFILES
DE EXPRESION DEL GEN elF3f EN PACIENTES DE NOVO CON LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA Y SU
ASOCIACION CON EL INDICE DE PROLIFERACION DE BLASTOS” ha sido Aprobado por el comité de
Etica en Investigacion de este Hospital Infantil “Eva Sdmano de Lépez Mateos”.

El namero de registro asignado al protocolo es: HIM/OH/01/2016. Se le recuerda que debera
enviar a este comité informes de avances e informe final de este proyecto de Investigacion,
con el cual obtendra el grado de maestria, teniendo como investigadores al Dr. Misael
Herrején Carmona y a la D.C.B. Ana Edith Higareda Mendoza.

Sin otro particular, reciba un cordial saludo.

ATENTAMENTE

)

re

&
DR. JOSE/LUIS MARTINEZ TOLEDO
PRESIDENTE DEL,COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION

£ ENSENANZA

Cc.p. Archivo.- URA D
JEFAT T\GAC\ON

%
o E INVES

Int. Bosque Cuauhtémoc S/N Col. Centro
58000, Morelia, Michoacdn
Tel. (443) 312-25-20 / 302-25-21

MICHOACAN hospitalinfantiimorelio@yahoo.com.mx

—Estaenti — www.michoacan.gob.mx
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ANEXO 3. Carta de consentimiento informado (para pacientes del hospital
infantil).

HOSPITAL INFANTIL DE MORELIA “EVA SAMANO DE LOPEZ MATEOS”
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION
VOLUNTARIA EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION CLINICA

Morelia, Mich., a del mes de del afio

Autorizo que mi hijo (a) a participar en el
protocolo de investigacidn titulado:

PERFILES DE EXPRESION DEL GEN elF3f EN LINFOCITOS HUMANOS

Estoy enterado que se obtendran las muestras de los mismos procedimientos
diagnosticos y tratamiento habituales, no generara costos adiciones al seguimiento
normal. Esto permitira ampliar los conocimientos respecto a las diversas alteraciones
que se pueden presentar en patologias oncoldgicas. Teniendo en cuenta los siguientes
riesgos relacionados a la aspiraciéon de médula 6sea y/6 a la toma de sangre de muestra
periférica: como infeccion, hemorragia y dolor en el sitio de puncién. Asi mismo, se me
ha explicado que la participaciéon en este estudio no pone en riesgo la salud de mi hijo, ni
condiciona la atencion dentro del Hospital.

Se me ha informado que puedo retirar a mi hijo del protocolo en cualquier momento que
considere conveniente sin que ello afecte la atencion recibida en el Hospital.

Firmo la presente carta de consentimiento bajo la informacién voluntaria y estando
enterado ampliamente de los beneficios y riesgos del acto autorizado.

Nombre y firma del familiar o tutor legalmente responsable

Nombre y firma del testigo Nombre y firma del testigo

Nombre y firma de investigador responsable
Dr. Misael Herrején Carmona
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ANEXO 4. Carta de consentimiento informado para los voluntarios del proyecto

FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS “DR. IGNACIO CHAVEZ”
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION
VOLUNTARIA EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION CLINICA

Morelia, Mich., a del mes de del afio

Yo acepto participar en el protocolo de
investigacion titulado:

PERFILES DE EXPRESION DEL GEN elF3f EN LINFOCITOS HUMANOS

Estoy enterado que se obtendran las muestras de los mismos procedimientos
diagndsticos y tratamiento habituales, no generara costos adiciones al seguimiento
normal. Esto permitira ampliar los conocimientos respecto a las diversas alteraciones
que pudieran estar alteradas en patologias oncolégicas. Teniendo en cuenta los
siguientes riesgos relacionados a la toma de sangre de muestra periférica: como
infeccion, hemorragia y dolor en el sitio de puncion.

Firmo la presente carta de consentimiento bajo la informacién voluntaria y estando
enterado ampliamente de los beneficios y riesgos del acto autorizado.

Nombre y firma del voluntario

Nombre y firma del testigo Nombre y firma del testigo

M.C. Alicia Areli Bautista Tejeda 69




Perfil de expresion del gen elF3f en linfocitos humanos
2017

ANEXO 5. Formato de recopilacion de datos

Nombre:
Fecha:

Datos del paciente

Edad

Leucocitos

Inmunofenotipo

Clasificacion
morfolégica

Translocacion
cromosomica

Conteo leucocitario:

Leucocitos

Totales/Porcentaje

Valores Absolutos

Neutrofilo

Banda

Segmentados

Linfocitos

Basoéfilo

Eosindfilo

Monocitos

Totales

Citometria de flujo

Fase del ciclo celular

Porcentaje de células

Cantidad absoluta de
células

Intensidad expresion
de elF3f

(Unidad de intensidad
relativa)

Fase G0/G1

Fase S

Fase G2/M
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Reaccion en cadena de polimerasa
Microsatélite Presencia/Cuantificacion

Si/Intensidad neta No
D11S1318
D11S1338
D11S1331

Presencia

Si/intensidad neta No

elF3f
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	2.2.2 Factores de Riesgo

	2.2.3 Clasificación de la Leucemia Linfoblástica Aguda

	2.2.4 Factores pronóstico en Leucemia Linfoblástica Aguda

	Se colecta la muestra que contiene el anticoagulante (tubos de Heparina BD Vacutainer®), después se diluye la sangre con un volumen igual de PBS. Usando una pipeta Pasteur, cuidadosamente se coloca la mezcla de sangre con PBS sobre los 3 mL de Lympholyte®-H (Cedarlane Canadá), que previamente ha sido colocado en un tubo cónico de 15 mL, tratando de mezclar lo menos posible. Se centrifuga a 800 g por 20 minutos a temperatura ambiente. Se forma una capa visible intermedia de linfocitos. Usando una pipeta Pasteur se colectan los linfocitos y se colocan en un nuevo tubo cónico de 15 mL. Se diluyen los linfocitos con PBS para reducir la densidad de la solución. Se centrifuga a 800 g por 10 minutos para sedimentar a los linfocitos y se desecha el sobrenadante. Por último, se resuspende en PBS y la muestra se prepara para Citometría de Flujo.





