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1. RESUMEN

En la actualidad, el cancer es una de las causas mas comunes de
morbilidad y mortalidad, anualmente se registran en todo el mundo mas de 10
millones de nuevos casos de cancer y mas de 6 millones de defunciones por

esta enfermedad @,

Se estima que cada afio se diagnostican 15 casos de cancer infantil por cada
100.000 nifios menores de 15 afios. La mitad de estos, aproximadamente, se
originardn en menores de 4 afos. Los tipos de tumores que se presentan en la
infancia son distintos de los que padecen los adultos. En los nifios, los tumores
méas frecuentes son las leucemias ®. La Leucemia se define como una
proliferacion maligna de células de la médula hematopoyética, en que
predominan los glébulos blancos y sus precursores. Dentro de las leucemias, le
leucemia linfoblastica aguda (LLA) es la neoplasia maligna més frecuente en la
infancia en todo el mundo, con una incidencia de alrededor de 4.8 casos por
100 000 habitantes de 0 a 18 afios. Anualmente se diagnostican en los EUA
alrededor de 2 500 casos de LLA por 100 000 habitantes . En el Hospital
Infantil de México Federico Gémez se atienden cada afio alrededor de 100 casos
nuevos de LLA y esta neoplasia constituye el 34.4% de todos los casos de
cancer tratados en nuestra institucion @?. Existen diferentes tipos de tratamiento
para nifios con LLA, como es la quimoterapia y la radioterapia, el tratamiento
mas utilizado es la qumioterapia cuyo objetivo es provocar una remisién sin
evidencia de células blasticas leucémicas ni en la sangre ni en la médula 6sea, y
asi restablecer la produccibn normal de células, mediante el uso de
medicamentos, induciendo la destruccion de las células cancerosas o evitando
su multiplicacion® Entre el 35 y 40% de los casos el tratamiento dura en promedio
2.5 afios ®.

La mayoria de los nifios con LLA se cura, sin embargo un porcentaje
importante  (25-30%)  desarrollan resistencia al tratamiento ®. Se han

identificado diferentes tipos de resistencia a agentes citotoxicos, la participacion
3



de transportadores de membrana juega un papel importante dentro de estos
mecanismos de resistencia ‘”. Uno de los mecanismos involucrados en la
resistencia a las drogas quimioterapeuticas es la presencia de la glicoproteina P-
170 (Gp-170) resultante de la expresion del gen mdr-1 en las células leucémicas.
La actividad de la bomba dependiente de energia de la Gp-170 permite la
eliminaciéon de drogas relacionadas y no relacionadas con la quimioterapia,
causando resistencia al tratamiento. La exposicion a drogas quimioterapeutica

induce la sobreexpresion de la Gp-P 170 en células blasticas 2.

Se ha observado que las células leucémicas CD34+ que coexpresan
MDR-1 tienen un aumento de la actividad funcional de la Gp-170 que les
confiere una mayor resistencia a drogas, correlacionando con una menor
respuesta al tratamiento quimioterapéutico y presencia de niveles elevados de

enfermedad residual minima en los pacientes ®

El factor de transcripcién YY1 juega un papel fundamental en procesos
biolégicos como embriogénesis, diferenciacién, proliferacion celular y
carcinogénesis. Recientes estudios realizados por nuestro grupo de trabajo en
colaboracion con la UCLA han demostrado que la sobre-activacion de YY1 en
células tumorales representa un mecanismo de resistencia a la apoptosis. La
participacion de YY1, en los mecanismos de resistencia a drogas es aun
desconocida, aunque nuestra investigacion reciente ha determinado que el
promotor completo del gen mdrl contiene 4 sitios especificos de union para este
factor de trascripcion; lo que hace probable que YY1 actie también como un
regulador de este gen. Consecuentemente, resulta importante evaluar si existe

conexion funcional entre YY1 y Gp-170 y si su funcion es influenciada en la LLA.



2. INTRODUCCION

2.1 Mortalidad Infantil

En los ultimos afos la epidemiologia de las patologias infantiles se ha
visto modificada de forma importante. Hace quince afios las principales causas
de mortalidad infantil estaban relacionadas con procesos infecciosos agudos,
principalmente gastrointestinales y de tipo respiratorio; pero actualmente el

cancer representa una de las principales causas de mortalidad en nifios

La leucemia es el cancer mas comun en los nifilos y adolescentes y
representa aproximadamente la tercera parte de todos los casos de cancer en
nifos menores de 15 afios y la cuarta parte de los casos de cancer que ocurren

antes de los 20 afos.

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es mas comun en la infancia, y
alcanza su mayor incidencia entre las edades de 2 a 3 afios (> 80 por millén por
afo), con tasas que disminuyen a 20 por millébn entre nifios de 8 a 10 afios de
edad. La incidencia de LLA en pacientes de 2 a 3 afios de edad es
aproximadamente 4 veces mayor que entre nifios menores de 2 afios y casi 10

veces mayor que entre los de 19 afios de edad.®”

Las defunciones registradas en México en el afio 2001 en el grupo de
edad de 1 a 4 afios ocurrieron 232 muertes para una tasa de 2.69 por 100.000
habitantes, para el grupo de 5 a 14 afios el nUmero de muertes por leucemias
fue de 588 para una tasa de 2.60 por 100.000 habitantes ). (Tabla 1)



Tabla 1. Principales causas de mortalidad en edad escolar ®.

Principales causas de mortalidad en edad escolar (de 5 a 14 afios), 2005.

Nacional
Orden Descripcién Defunciones ;I'asa %
/
Total 6,773 30.6 |100.0
1 Accidentes de trafico de vehiculo | 963 4.3 14.2
de motor
2 Leucemia 602 2.7 8.9
3 Ahogamiento y sumersion | 292 1.3 4.3
accidentales
4 Agresiones (homicidios) 257 1.2 3.8
5 Infecciones respiratorias agudas | 195 0.9 2.9
bajas
6 Malformaciones congénitas del | 191 0.9 2.8
corazén

'/ Tasa por 100,000 habitantes
No se incluyen defunciones de residentes en el extranjero

Fuente: Elaborado a partir de la base de datos de defunciones INEGI/Secretaria de Salud.Direccién General de Informacion en
Salud. CONAPO, 2002. Proyecciones de la Poblacion de México, 2000 - 2050.

2.2Leucemia

Se define como una proliferacion maligna de células de la médula
hematopoyética, en que predominan los glébulos blancos y sus precursores. Las
leucemias se caracterizan por infiltracion difusa de la médula hematopoyética
por células tumorales, presencia de células tumorales en la sangre (10.000 a
mas de 500.000 leucocitos por mm cubico en sangre circulante), e infiltracion
tumoral de distintos 6érganos por células tumorales dispersas en focos mal
delimitados o en forma difusa. La manifestacion clinica de las leucemias se debe
principalmente a las consecuencias de la ocupacion de la meédula

hematopoyética y a la falta de leucocitos funcionalmente adecuados.




Tabla 3. Frecuencia de neoplasia en pacientes pediatricos .

Diagndstico Instituto Hospital Estudio USA %
Nacional de Infantil de multicéntrico
Pediatria México FG % | en México %
%
Leucemia 35 40.9 34.4 30
Linfoma 16 12.4 19.5 13
Retinoblastoma 12 5 8.5 3

De acuerdo a la evolucion clinica, las leucemias se dividen en:

e Agudas: Trastorno de la célula progenitora caracterizado por la

proliferacion neoplésica y la acumulacion de células hematopoyéticas

inmaduras en la médula ésea. Las células son incapaces de

diferenciarse a células sanguineas funcionales normales.

clasicamente blastos en la sangre periférica.®®

Hay

e Crodnicas: Son procesos hematoldgicos de larga evolucion, en los que

existe un aumento anémalo de células sanguineas, mas o menos

maduras, y facilmente identificables. ©®?

Segun el tipo de leucocito que prolifera las leucemias se clasifican de manera

general en dos grupos principales leucemia mieloide y leucemia linfoide (.

2.3. Leucemia Linfoblastica aguda (LLA).

La LLA es una enfermedad que se caracteriza por una proliferacion

desordenada de células inmaduras de la linea linfoide (blastos) que surgen de la

célula madre (stem cell) en la médula 6sea

(50)




La proliferaciéon desordenada de blastos en la médula ésea puede
extender la presencia de blastos en la sangre, los ganglios linfaticos, el bazo, el

higado, el sistema nervioso central, los testiculos u otros 6rganos ©°.

La LLA es la neoplasia maligna mas frecuente en la infancia en todo el
mundo, con una incidencia de alrededor de 4.8 casos por 100 000 habitantes de
0 a 19 afos. Anualmente se diagnostican en los EUA alrededor de 2 500 casos
de LLA por 100 000 habitantes . En el Hospital Infantil de México Federico
GOmez se atienden cada afio alrededor de 100 casos nuevos de LLA y esta
neoplasia constituye el 34.4% de todos los casos de cancer tratados en nuestra

institucion @9,

En general, la incidencia de la LLA es mayor en nifios de entre 3 y 5 afios
de edad y es ligeramente mas comun en varones (relacién entre nifio: nifia de
1.4:1.0). Asi mismo, en la raza blanca se observa una mayor frecuencia, que en

la raza negra, lo cual podria reflejar una diferente susceptibilidad genética.®?

Leucemia linfocitica aguda
Tasas de incidencia por edad, 2000-2004
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Fig.1 El eje horizontal muestra intervalos de cada 5 afios de edad. El eje vertical muestra la
frecuencia de nuevos casos de LLA por cada 100,000 personas.

Note que el riesgo de padecer LLA es mayor durante los primeros 5 afios de vida. También se
observa un aumento de la incidencia entre las personas mayores. (fuente: Surveillance,
Epidemiology, and End Results [SEER] Program, 2000-2004, National Cancer Institute, 20074,



2.3.1 Clasificacion de las LLA

El estudio de diversas caracteristicas detectables en las células leucémicas

ha permitido la clasificacion de estas neoplasias desde los puntos de vista

morfologicos e inmunoldgicos.

>

Clasificacion morfologica: Se basa en los criterios de la Sociedad
Franco-Americano-Britanica (FAB), que analiza -caracteristicas
citolégicas como el tamafio, forma, relacion nucleo-citoplasma,
presencia de vacuolas y granulos en el citoplasma, caracteristicas del

nicleo y nucléolos®™como se puede observar en la tabla 3.

Tabla 3. Clasificacion Morfoldgica de LLA.

Tipo

Caracteristicas

LLA1

Blastos pequefios con escaso citoplasma y poca variacion
de tamafio y forma de célula a célula. El nucleo es

redondo y habitualmente con un Unico nucléolo pequefio

LLA 2

Células blasticas mas grandes y con citoplasma mas
abundante que en la L1. Tamafio y forma de las células
muy heterogéneas. El nucleo puede tener una forma

irregular y con frecuencia tiene multiples nucléolos.

LLA 3

Células grandes con citoplasma intensamente basofilo y
con frecuencia vacuolado. Nucleo redondo de cromatina
fina y nucléolo basoéfilo a menudo mdltiple. Esta
morfologia es comun a la leucemia asociada al linfoma de
Burkitt.

Clasificacion inmunoldgica: Se basa en la expresion de los antigenos

de superficie de membrana o delos componentes citoplasmaticos que han

permitido

identificar y clasificar a las enfermedades linfoproliferativas segun su



origen celular y su estadio de diferenciacién ®®, asi en general, las LLA infantil
se pueden clasificar en:

a) Pre- B: Linfoblastos con morfologia L1, segun la FAB. Estas
células son positivas tanto para las inmunoglobulinas citoplasmaticas (clg)
como para CD19, CD22, HLA-DR, CD10. Aproximadamente el 80% de
casos pediatricos con LLA tienen este inmunofenotipo. En este grupo se
identifican 3 subtipos inmunoldgicos: pre-B temprana, pre-B comun y pre-
B tardia, como se observa en la Tabla 4.

b) Células B: Los linfoblastos con este fenotipo tienen una
morfologia caracteristica, designada por la FAB como L3 y son positivas
para las inmunoglobulinas de superficie (slg). Este subtipo de leucemia
esta presente en el 3% de los casos de LLA infantil. En estos pacientes,
pueden observarse tumores extramedulares y mas del 90% de los casos
presentan cadenas pesadas p de las inmunoglobulinas (Igs) en la
superficie celular. Alrededor de las dos terceras partes de ellos, también
expresan cadena ligera K y el resto cadena ligera A. Las LLA de células B
parecen representar linfomas de Burkitt avanzados en fase leucémica.

C) Células T: Este subtipo de LLA, se identifica por la
expresion de antigenos de superficie asociados a las células T. Presentan
positividad para CD7, CD5 o CD2. Las leucemias de células T
generalmente se presentan en los varones y en grupos de edad avanzada
y se caracterizan por la gran masa de células leucémicas asociado al
desarrollo de infiltracion al mediastino.

d) Pre-B transicionales: Los linfoblastos expresan tanto
cadenas pesadas de Igs citoplasmicas como de superficie y proteinas de

cadena ligera 2
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Tabla.4 Clasificacién inmunoldgica de la LLA Infantil ®¥.

TipodeLLA | CD19 CD10 CD2 clg slg CD5
Pre-B + - - - - -
temprana

“Comun” + + - - - -
Pre-B-Tardia + + - + - -
Cel-B + + - +/- + -
Cel-T - +/- + - - +
Pre-B + + - + + -
transicional

2.3.2 Patogénesis

Aungue la causa o las causas de la LLA no se conocen con precision, se
sabe que hay diversos factores que predisponen a sufrir estas hemopatias. Entre
ellos destacan los genéticos, las inmunodeficiencias y ciertos factores
ambientales®?.

Diversos reportes apoyan la participacion de factores genéticos en el
desarrollo de las leucemias agudas. Las leucemias agudas son mas frecuentes
en pacientes afectados de cromosomopatias, tanto numéricas como
estructurales. Entre ellas destacan los sindromes de Down, Klinefelter, Bloom y
de Fanconi. También se registra una mayor propension a presentar una
leucemia aguda en enfermedades que cursan con inmunodeficiencia, entre las

gue destacan la agammaglobulinemia.

Existen fuertes evidencias de que ciertos factores ambientales influyen en
la patogénesis de las leucemias agudas. Entre ellos cabe mencionar las
radiaciones ionizantes en la leucemogénesis. El evento mas claro en donde se

reporto la mayor frecuencia de leucemias agudas registradas fue después de las
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explosiones atomicas de Hiroshima y Nagasaki o tras los accidentes nucleares
como el de Chernobyl 4.

Por otro lado, diversos farmacos o sustancias quimicas se han implicado
en la patogénesis de LLA. Los mas importantes son el benzol y sus derivados,
otros compuestos organicos como los pesticidas, los farmacos
inmunodepresores y los citostaticos, en especial los agentes alquilantes (sobre

todo la mostaza nitrogenada, melfalan y clorambucilo)**:

Recientemente también se ha observado una mayor frecuencia de
leucemias agudas en pacientes que han recibido etopdsido o tenipdsido, las
cuales tienen unas caracteristicas citolégicas y citogenéticas peculiares

(translocacion y reordenamientos que afectan a 1123 y 21g22) 4.

2.3.3 Diagnostico

Es muy importante la realizacion de una historia clinica detallada
atendiendo a historia familiar de enfermedades oncoldgicas, exposicion a tdxicos
medulares, y atencidn a signos y sintomas propios de anemia, neutropenia y
trombocitopenia. En el examen fisico hay que valorar grado de palidez, evidencia
de sangrado, signos de focalidad infecciosa. Es muy importante la exploracion
de linfadenopatias en territorios no usuales en niflos (supraclaviculares, y
auriculares posteriores); también presencia 0 no de masas y megalias

abdominales %,

Las células de la sangre y/o las de la médula 6sea también se usan

para:
1) Estudios de la cantidad y el tamafio de los cromosomas
(examen citogenético). EI examen de las células leucémicas
mediante técnicas citogenéticas permite la identificacion de

anomalias cromosOmicas 0 genéticas en las células. Mediante el
12



cariotipo, la determinacion del contenido de DNA y el andlisis
molecular por Reaccion en Cadena de Polimerasa con
Transcripcion Reversa (RT-PCR) o Hibridacion in situ con
Fluorescencia (FISH), ha sido posible la identificacion de diversas
alteraciones cromosomicas que se han clasificado en numéricas y
estructurales. Las de tipo numérico se dividen en 7 grupos:
hiperdiploide con 47 a 50 cromosomas, hiperdiploide con mas de
50 cromosomas (o indice de DNA mayor de 1.16), hipodiploide con
30 a 40 cromosomas, hipodiploide con 41 a 45 cromosomas, casi
haploide, casi tetraploide, casi triploide y seudodiploide. Dentro de
las alteraciones estructurales se pueden encontrar traslocaciones,
deleciones o inversiones. La traslocacion t(12;21) ha sido descrita
como la anormalidad genética mas frecuente en LLA, que ocurre
aproximadamente en 20% de los pacientes; la segunda en
frecuencia es la t(1;19) y en tercer lugar se encuentra la t(9;22) o
cromosoma Philadelphia, presente en 3 a 5% de los pacientes. La
traslocacion t(4; 11) se presenta aproximadamente en 2% de los
casos, por lo general es encontrada en lactantes menores de 12
meses y en leucemias de linaje mixto®®como se muestra en la
tabla 5.

Tabla 5. Traslocaciones cromosOmicas mas frecuentes en LLA ©9,

Traslocacion

Frecuencia Genes Afectados Caracteristicas

t(1:19)(g23;p13)

tratamiento intensivo.

1(9:22)(q34;p11)

Cromosoma Philadelphia.
3-5% BCR-ABL o ) o
prondstico. Hiperleucositosis.

t(4:11)(gq21;p23)

2% MLL-AF4

13

Fenotipo pre-B. Hiperleucosistosis.

5-6% E2A-PBX1 Prondsticos pobre, necesario

Estirpe B, asociado a LLA lactante.

Hiperleucositosis. Prondstico pobre.




25% de LLA pre-

t(12:21)(p13;922) TEL-AML Fenotipo B. buen prondstico.

B

2) Pruebas o andlisis citoquimico: se refiere a la tincion in Vitro de
las células, la cual permite el examen microscopico de la
composicibn quimica celular. Las reacciones de tincion
citoquimicas son de dos tipos, enzimaticas y no enzimaticas. El
grupo enzimatico incluye tinciones para mieloperoxidasa,
estearasas, y fosfatasa alcalina y acida. Las tinciones no
enzimaticas incluyen Sudan negro B para lipidos, acido periédico-
Schiff (PAS) para glucogeno y azul de toluidina O para
mucopolisacaridos.

3) Inmunofenotipificacion. Un proceso de identificacion de células
basado en los tipos de marcadores (antigenos) de la superficie
celular.

3.1) Subtipos de linaje linfocitico B Estos casos se identifican al encontrar
marcadores de superficie celular en los blastos leucémicos que son idénticos
a los que se desarrollan en linfocitos B normales. Casi el 85 por ciento de los
casos son del subtipo precursor de células B.

3.2) Subtipos de linaje linfocitico T y citolitico natural. Estos casos se
identifican al encontrar marcadores de superficie celular en los blastos
leucémicos que son idénticos a los que se desarrollan en linfocitos T
normales. Alrededor del 15 % de los casos son de los subtipos de células T

y células NK ®).
Estas pruebas son importantes para determinar el subtipo de LLA del

paciente. Algunas de las pruebas quiza se repitan durante y después de la

terapia, para medir los efectos del tratamiento ©.
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2.3.4 Tratamiento

Existen diferentes tipos de tratamiento para nifios con LLA, los cuales
deben ser supervisados por un oncoélogo pediatra. La radioterapia y la
quimioterapia son los dos tipos de tratamiento estandar para combatir la
leucemia. Entre el 35y 40% de los casos el tratamiento dura en promedio 2.5
afios ‘9. La radioterapia es un tratamiento del cancer que utiliza rayos X de
alta energia u otros tipos de radiacién para eliminar células cancerosas. 9.

Sin embargo la quimioterapia es el tratamiento mas utilizado, en la
cual se emplea medicamentos para interrumpir la proliferaciéon de células
cancerosas, mediante la destruccion de las células o evitando su
multiplicacion ‘. Desafortunadamente no solo células malignas, sino que
también ataca células normales como las del sistema digestivo (provocando
diarreas y Ulceras en la boca), las de la raiz del cabello (caida del mismo) y
de la médula 6sea (disminucion de las células sanguineas)®. Este
tratamiento consiste en la administracion de varios medicamentos por vias:
intravenosa, oral e intratecal (por la columna vertebral). Dichos

medicamentos se emplean con el objetivo de destruir las células leucémicas.
Las fases del tratamiento son:

1) Induccién a la remision: Fase cuya duracién es de cuatro a cinco
semanas, se intenta destruir la mayor cantidad de células
malignas.®?

2) Consolidacion: El propésito de la terapia de consolidacion e
intensificacion es destruir las células leucémicas restantes que tal vez
no estén activas pero que pueden comenzar a regenerarse y producir
una recaida.®?

3) Erradicacion de células leucémicas alojadas en la aracnoides
(Profilaxis al SNC): se administra generalmente durante cada fase de

la terapia. Debido a que la quimioterapia que se administra oralmente
15



0 se inyecta en una vena puede no llegar a las células leucémicas en
el SNC (cerebro y espina dorsal), las células pueden encontrar un
“santuario” (se esconden) en el SNC. La quimioterapia intratecal y la
radioterapia pueden llegar a las células leucémicas del SNC y se
administran para destruir las células leucémicas y evitar que el cancer
recidive (vuelva). La terapia santuario del SNC también se llama
profilaxis del SNC.®?

4) Mantenimiento: Su proposito es destruir toda célula leucémica
restante que pudiera regenerarse y producir una recaida. A menudo,
los tratamientos de céancer suelen administrarse en dosis mas bajas
que aquellas para la induccion y la terapia de consolidacion e

intensificacion. Esta fase también se llama terapia de continuacion.®?

2.3.5 Grupos deriesgo
Los nifios con leucemia linfocitica aguda se clasifican en dos grupos de
riesgo:
e Alto riesgo.

e Bajo riesgo.

La parte mas importante de las pruebas de laboratorio para las leucemias

se centra en determinar el tipo de leucemia y los factores pronésticos®?.
2.3.6 Factores prondsticos
Se agrupan en las siguientes categorias:

* Indicadores clinicos y de laboratorio al momento del diagnostico.

* Respuesta inicial al tratamiento.
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Entre los indicadores clinicos y de laboratorio al momento del diagnostico
relacionados con los resultados, tenemos los siguientes:

. Edad. Los nifios menores de un afio y los nifios mayores de

10 afios se consideran pacientes de alto riesgo, por lo tanto se emplea un

tratamiento mas agresivo con el fin de mejorar los resultados. Los nifios

de 1 a 9 afios tienen un resultado mas favorable.®?

. Sexo. Las nifias tienen mayores probabilidades de curarse
que los nifios; esto se debe en parte a los episodios de recaidas
testiculares y ademas los nifios tienen mayor riesgo de recaidas en la

medula ésea debido a factores que no se comprenden en su totalidad.®”

o Raza. Los nifios de raza negra y los nifilos hispanos con
leucemia linfocitica aguda tienen una tasa de cura mas baja que los nifios
de otras razas, se desconocen las razones, pero no pueden ser

explicadas en base a factores prondsticos conocidos. ¢

. Nivel de glébulos blancos. Los pacientes con conteo alto,
se clasifican como de alto riesgo y generalmente necesitan tratamiento
mas intensivo. Generalmente se utiliza un conteo de 50,000 células por
mm3 como umbral operacional entre un mejor 0 peor pronostico: a pesar
de que la relaciébn entre un conteo de glébulos blancos elevado esta
relacionado a otros factores prondsticos de alto riesgo como

desplazamientos cromosémicos. &%

o Morfologia celular. Para el estudio morfolégico se toman en
cuenta los criterios de la morfologia Franco-Americo-Britanica (FAB) que
clasifica a la LLA como L1, L2 y L3 en base a las caracteristicas
morfologicas de la célula leucémica, entre el 70 y 85 % de los pacientes

pediatricos cursan con LLA L1.®?
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. Inmunofenotipo de las células leucémicas. Se basa en
identificar la linea de linfocitos afectada, esto es los linfocitos T 60 B. Es el
criterio mas importante, junto a la caracterizacion de las anormalidades
cromosomicas en predecir la respuesta al tratamiento. Los nifios con
leucemia aguda de células pre B o Pre B tempranas reaccionan mejor que

los que tienen leucemia de células T o de células B maduras. ©%

. Citogenética: Es mas probable que los pacientes se curen
si sus células leucémicas tienen un mayor namero de cromosomas
(hiperdiploides), especialmente si hay un cromosoma 4,10, 17 y 18
adicional. Los nifios cuyas células leucémicas tienen menos cromosomas
(hipodiploides) tienen menos probabilidades de curarse. Los niflos con
una translocacién entre los cromosomas 12 y 21 también tienen mayores
probabilidades de curarse. Los nifios con una translocacién entre los
cromosomas 9y 22, o entre el 1 y el 19, tienen una tasa de cura mas
baja. Los nifios con una translocacion que afecte a los cromosomas 4 y
11 o todas las translocaciones 23 también tienen una tasa de cura

menor. ©9

o El cromosoma Filadelfia. 1(9;22) estd presente
aproximadamente en el 4% de los LLA pediatrico y confiere un prondstico
desfavorable, sobre todo cuando se relaciona ya sea con un conteo alto
de glébulos blancos o una respuesta inicial lenta al comenzar la terapia.
El LLA positivo al cromosoma Filadelfia es mas comun entre los pacientes
mayores con LLA de precursor B y un conteo alto de glébulos blancos. %
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2.3.7 LLA resistente al tratamiento y recaida.

La mayoria de los nifios con LLA se cura, sin embargo un porcentaje
importante (25-30%) desarrollan resistencia al tratamiento. Algunos nifios
tienen células residuales de leucemia en su médula 6sea incluso después de
un tratamiento intensivo. Esta circunstancia se denomina “leucemia resistente
al tratamiento”. Algunos pacientes cuya leucemia entré en remisién después
de la terapia padecen la reaparicion de células de leucemia en la médula
0sea y una disminucion de la cantidad de células sanguineas normales. A
esta situacién se denomina “recaida”®.

En el caso de la leucemia resistente al tratamiento, los enfoques
empleados en el esfuerzo por inducir una remision pueden incluir farmacos
no utilizados en el primer ciclo de tratamiento, o un trasplante de medula
O0sea. En pacientes que recaigan, la duracion de la remision, la edad del
paciente y los resultados citogenéticos en las células de leucemia influyen en

el enfoque de la terapia ®.
2.3.8 Resistencia a farmacos en LLA

La mejora en el tratamiento de las malignidades hematolégicas es uno de
los mejores éxitos en la quimioterapia. Sin embargo, muchos pacientes
desarrollan enfermedad recurrente después de respuestas terapéuticas iniciales,
y muchos de ellos no responden a la quimioterapia en la recaida, debido al
desarrollo de la resistencia a las drogas ©.

Se han identificado diferentes tipos de resistencia a agentes citotoxicos, la
participacion de transportadores de membrana juega un papel importante dentro
de estos mecanismos de resistencia *".

Uno de los mecanismos involucrados en la resistencia a las drogas
quimioterapeuticas es la presencia de Gp-170 resultante de la expresion del gen
mdr-1 en las células leucémicas. La actividad de la bomba dependiente de
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energia de la Gp-170 permite la eliminacion de drogas relacionadas y no
relacionadas con la quimioterapia, causando resistencia al tratamiento. La
exposicion a drogas quimioterapeutica induce la sobreexpresion de la Gp-170 en
células blasticas ®. Se ha observado que las células leucémicas CD34+ que
coexpresan mdr-1 tienen un aumento de la actividad funcional de la Gp-170, y
esto les confiere una mayor resistencia a drogas, correlacionando con una
menor respuesta al tratamiento quimioterapeutico y presencia de niveles

elevados de enfermedad minima residual ®?.

Existen otros trasportadores que con menor frecuencia pueden estar
involucrados en la resistencia multiple a farmacos antineoplasicos, uno de los

principales es la proteina asociada con multirresistencia a farmacos MRP 9,
2.4 Gen mdrl

Como ya se menciono, la Gp-170 en uno de los transportadores de
membrana que inducen quimioresistencia mas estudiado en la actualidad, es
codificada por el gen mdrl (multidrug resistance 1), esta proteina es expresada
de manera constitutiva en tejido normal y su funcién fisiologica es la de una
bomba de expulsién dependiente de ATP“9. Algunos de los tratamientos mas
utilizados en las leucemias incluyen, antraciclina, vinca alcaloides, y podofilinas,
las cuales son substratos para la Gp-170. La sobre-expresion de esta proteina,
induce excesivo flujo y por tanto una concentracién intracelular insuficiente de
estos agentes aun en las maximas dosis, lo que deriva en resistencia a diversas

drogas quimioterapeuticas®?.

Uno de los mecanismos que desarrollan las células leucémicas es la

presencia del fenotipo MDR @Y,

Se considera que el fenotipo MDR1
generalmente se adquiere después de la administracion de agentes
guimioterapeuticos y es mas prevalente en LLA y en carcinomas agresivos (por
ejemplo, colon y ovario). Este fenotipo es asociado con la induccion del gen
mdrl, que como ya se comento codifica para la Gp-170 miembro de la familia de

los ABC transportadores y su funcion es la de una bomba transportadora de
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membrana dependiente de energia, la cual transporta una gran variedad de
estructuras relacionadas con xenobidticos para mantener concentraciones
subtoxicas en el citoplasma “?. MDR1 es expresado en algunos tipos de células
normales (por ejemplo, células del epitelio intestinal y linfocitos), pero su sobre-
expresién correlaciona con resistencia a diferentes drogas #®. Por otro lado,
diversos estudios muestran que los mecanismos de transcripcion involucrados

en la induccioén de Gp-170 en células tumorales humanas es muy complejo 2.

Por ejemplo, se sabe que el promotor de mdrl presenta sitios de unién
para diversos factores de transcripcion dentro de los cuales se incluyen SP1,
NF-Y, y YB-1 ®Y. Recientes estudios demostraron que el factor inducible en
hipoxia HIF-1 o (hipoxic inducible factor) regula de manera positiva el gen mdrl
induciendo la expresion de la Gp-170, lo cual representa un mecanismo de

resistencia a la quimioterapia de algunos tipos de tumores .

2.5 Factores de Transcripcion

Los factores de transcripcién son uno de los grupos de proteinas que se
unen al DNA y ayudan a iniciar un programa de aumento o disminucion de la
transcripcion de genes. Como tales, son esenciales para muchos procesos
celulares importantes. Los factores de transcripcién son proteinas que coordinan y
regulan la expresion de un gen o de un grupo de genes. En muchos casos regulan
su propia expresion y también es frecuente que regulen a otros factores de
transcripcion. Los factores de transcripcion interaccionan con regiones especificas
del ADN, con elementos de la maquinaria de transcripcion como la ARN
polimerasa, con otros factores de transcripcion o con moléculas que activan o
inhiben su actividad. Conectan los estimulos externos e internos con las

(26) (27) _ Los

respuestas biolégicas actuando como transductores de sefales
factores de transcripcidbn son esenciales para la regulacion de la expresion

génica y, en consecuencia se encuentran en todos los organismos vivos ©®.
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2.5.1 Mecanismo de accion de los factores de transcripcién

Los factores de transcripcién se unen a cualquiera potenciador o regiones
promotoras del DNA adyacente a los genes que regulan. Dependiendo del factor
de transcripcion, sea positiva 0 negativamente la transcripcion de los genes
adyacentes. Los factores de transcripcion utilizan una variedad de mecanismos

para la regulacién de la expresién génica %
Estos mecanismos incluyen:

o Estabilizar o bloquear la unién de la RNA polimerasa al
DNA.

. Catalizan la acetilacibn o desacetilacion de proteinas
histonas. El factor de transcripcion puede hacerlo directamente o con

otras proteinas con esta actividad catalitica.

. Actividad Acetiltransferasa de histonas (HAT): acetila
proteinas histonas, que debilita a la asociacién de DNA con las histonas,
que hacen que el DNA sea mas accesible a la transcripcion y, por tanto

regular al alza la transcripcion

. Actividad Histona deacetilasa (HDAC): deacetila proteinas
histonas, lo que refuerza la asociacion de DNA con las histonas, que
hacen al DNA menos accesible para la transcripciéon y lo regula

negativamente.

A continuaciébn se presentan algunas de las importantes funciones

biolégicas y funciones de los factores de transcripcion estan implicados en:

. Regulacion de la transcripcion basal: En los eucariotas,
una clase importante de factores de transcripcion, llamadas factores de
transcripcion generales (GTFs) son necesarios para que se lleve a cabo la

transcripcion ©2 3@4 Muchos de estos GTFs en realidad no se unen al
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ADN, pero son parte de la transcripcion formando diversos complejos que
interactuan con la RNA polimerasa directamente. EIl GTFs mas comunes
son TFIIA, TFIIB, TFIID.

o Aumento diferencial de la transcripcion: Regulan la
expresion diferencial de genes mediante la unibn a varias regiones
potenciador de DNA adyacentes a los genes regulados. Estos factores de
transcripcion son esenciales para asegurarse de que los genes se
expresan en el lugar correcto en el momento adecuado y en la cantidad

correcta en funcion de las necesidades cambiantes del organismo

. Desarrollo: Muchos factores de transcripcion en los
organismos multicelulares estan involucrados en el desarrollo ©® En
respuesta a las sefiales (estimulos), estos factores de transcripcion
activan / desactivan la transcripcion de los genes apropiados, que, a su
vez, permite cambios en la morfologia celular o actividades necesarias

para determinar el destino celular y la diferenciacion celular.

. El control del ciclo celular: Muchos factores de
transcripcion, especialmente los denominados oncogenes o supresores
de tumores, ayudan a regular el ciclo celular y, como tal, determinar la
magnitud de division celular ©® €7, Un ejemplo es el oncogén MYC que

tiene un papel importante en el crecimiento celular y la apoptosis ©2.
El Factor de Transcripcion Yin-Yang 1

Yin-Yangl (YY1) es un factor de transcripcién ubicuo que tiene un peso

de 68-kDa, el gen de YY1 esta localizado en el cromosoma 14 en el segmento

g32.2. Estructuralmente esta conformado por cuatro dedos de zinc de tipo C2H2,

con dos dominios especificos que caracterizan su funcion como un activador o

represor. El dominio de represién esta dado por el dominio C-terminal. La region

N-terminal actia como un potente dominio activador. Esta region contiene un

dominio rico en glicina y 11 residuos consecutivos de histidina. Asi, la posicion
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C-terminal actia como un represor de la trascripcion y la posicion N-terminal
actla como un potente dominio de activacion. Lo que distingue esta proteina de
otros factores de transcripcion es su habilidad no solo de iniciar la transcripcion
sino que también la regula a través de activacion o represion. Se sabe que YY1
tiene un papel importante en distintos procesos bioldgicos como la

embriogénesis, la diferenciacion, la replicacién, y proliferacién celular 9.

Se estima que mas de 7% de genes de vertebrados contienen sitios de

unién para YY1, lo cual refleja la importancia de este factor de transcripcion ©2.

Se ha sugerido que YY1 reprime la transcripcion utilizando mudltiples
mecanismos. Frecuentemente estos mecanismos involucran la competencia de
YY1 con factores de activacion en los sitios de unién que se traslapan, por lo
tanto, decrece la actividad del promotor y resulta una represion de transcripcion.
Otras hipotesis incluyen la regulacion negativa de YY1 sobre los activadores
unidos al promotor cercanos a el. En general, los modelos que explican a YY1

como un represor o activador de la transcripcion son ©;

Se ha observado que YY1 juega un papel muy importante en procesos
apoptoéticos, ya que este factor de transcripcion es transportado rapidamente
dentro del nucleo celular en respuesta a varios estimulos de apoptosis, los
mecanismos involucrados son: subregulacion de la actividad de p53,
interferencia con poli-ADP-ribosa polimerasa, alteracion en c-myc, expresion del
factor nuclear kappa B (NF-xB), entre otros. Lo anterior ha permitido concluir que
YY1 ademas de participar en procesos biolégicos normales, tiene un papel
potencial para actuar como disparador de carcinogénesis. Existen varios
estudios que apoyan lo antes mencionado, en donde se ha mostrado un
aumento en la expresion y/o activacion en diferentes neoplasias, como

neoplasias hematopoyéticas, carcinomas, hepatocarcinoma y retinoblastoma.
(40,41)
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2.6. Apoptosisy YY1

La apoptosis, también conocida como muerte celular programada, es la
forma de muerte celular que se caracteriza por condensacion de la cromatina,
fragmentacion nuclear y formacion de cuerpos apoptéticos que son eliminados
por fagocitos adyacentes, por lo que no provoca respuesta inflamatoria “?. Es un
mecanismo que permite la eliminacién ordenada de células y, por tanto, participa
en la morfogénesis, ontogenia y fisiologia de las células, asi como en la

homeostasis de los aparatos y sistemas del organismo “?),

Dado que la apoptosis actia como oponente a la mitosis, es muy
importante su relacién con el ciclo celular. En el ciclo celular hay cuatro fases:
mitosis (M), fase de control celular G1, sintesis de ADN (S) y fase de control G2.
La apoptosis puede iniciarse en el tercio final de G1 para impedir que una célula
dafiada ingrese a la fase de sintesis de manera que las mutaciones no se
reproduzcan durante la replicacion del ADN y en la fase G2 para impedir que las

células que no hayan llegado a la madurez entren en mitosis “2.

En el mecanismo molecular que controla la apoptosis actian varios
agentes, de los cuales uno de los mas importantes y mejor estudiados es el
complejo de cisteinil-aspartato proteasas (caspasas). Se han descrito 11
caspasas en células humanas que provocan una degradacion proteica bien
definida hasta llegar a la formacién de cuerpos apoptoticos. Algunas caspasas
son "iniciadoras" y otras "efectoras" del proceso catalitico, actuando sobre
endonucleasas que son las responsables directas de la fragmentacién del ADN.
La cadena de degradacion proteica tiene sucesivos clivajes dependientes de la
ubicacion del acido aspartico que se repite en la estructura de la enzima. Se han
descrito varios cientos de sustratos de caspasas. La activacion de las caspasas,
gue existen en calidad de pro-caspasas inactivas, se produce por diversas vias

(43)

en que participan varios complejos moleculares Las vias de apoptosis

dependientes de caspasas mas estudiadas son:
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2.6.1 Viaextrinseca

La via extrinseca o de los "receptores de muerte" establece conexiones
con el espacio extracelular, recibiendo sefiales proapoptéticas desde el exterior y
de las células vecinas. Dos familias de receptores se han identificado con estas
caracteristicas: la proteina Fas, el factor de necrosis tumoral (TNF), y TRAIL
(apoptosis-inducing ligand receptor ) 4041:42),

La proteina transmembranal Fas en su porcién intracelular enlaza con un
factor intermedio denominado FADD (factor associated death domain), nombre
gue sélo sefala que estd comprometido con la zona de la molécula Fas que
participa en la muerte celular, activando las caspasas 8 y 10. Esta via Fas
permanece inactiva hasta que se produce en su parte externa el enlace con un
cofactor llamado ligando Fas, proteina que actia como detonador que enciende
una via en que sélo las caspasas estan inactivas y el resto de la cadena esta
preparado para recibir el enlace exterior. Esta caracteristica permite actuar con
gran rapidez sin necesidad de sintetizar otros factores ¢4,

Algo similar sucede con los otros receptores de membrana TNFr y
DR5 o DR4 (receptores de TRAIL). Su porcién intracelular conecta con
proteinas como TRADD y Raidd que activan caspasas "iniciadoras" de la
apoptosis. Pero si se asocian a otro complejo llamado TRAF activan protein-

cinasas y estimulan la proliferacion celular, es decir, el efecto contrario 0 ¢
(42)

2.6.2 Viaintrinseca o mitocondrial

Otra via de induccion de apoptosis es la denominada mitocondrial. Las
proteinas de la familia de Bcl-2 regulan la apoptosis ejerciendo su accion
sobre la mitocondria. La activacion de proteinas pro-apoptéticas de la familia

de Bcl-2 produce un poro en la membrana externa de las mitocondrias que
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permite la liberacibn de numerosas proteinas del espacio intermembrana;
entre ellas, el citocromo ¢ y SMAC/DIABLO 1929,

El citocromo c, una vez en el citosol, activa un complejo proteico
llamado "apoptosoma”, que activa directamente a la caspasa 9. Una vez que
la caspasa 9 esta activada, ésta activa a las caspasas efectoras como la

caspasa 3, lo que desencadena las Ultimas fases de la apoptosis 929,

Las proteinas de la familia de Bcl-2 se agrupan en tres familias: la
familia de las proteinas antiapoptoticas (Bcl-2, Bcl-XI, Mcl-1 y otras); la familia
de proteinas proapoptéticas de tipo "multidominio” (Bax y Bak) y las proteinas
proapoptoticas de tipo "BH3-only" (Bid, Bim, Bad y otras). Las proteinas tipo
multidominio pueden producir poros por si solas en liposomas, lo que indica
gue probablemente son suficientes para formar el poro mitocondrial que
permite la liberacién del citocromo c. Las proteinas tipo BH3-only activan a
estas proteinas, y las antiapoptoticas inhiben la formacion del poro. Estas

proteinas son los reguladores mas importantes del proceso de apoptosis
(19,20)

Ademas de la salida de citocromo c desde la mitocondria, otra proteina
llamada SMAC/DIABLO, que bloquea los inhibidores de caspasas (IAPS)
sale de la misma. Asi se tiene una via en la que las caspasas efectoras estan
libres para actuar (dado que sus inhibidores fueron neutralizados por
SMAC/DIABLO) 1929,

La via mitocondrial puede conectarse también con la via de receptores
de muerte, ya que una vez activada la caspasa-8 por dichos receptores, esta
caspasa activa a la proteina Bid, lo que provoca la apertura del poro

mitocondrial y la activacién de la caspasa-9 ®° 29,
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Figura 1. Ruta de sefializacion del proceso de Apoptosis celular.

Diferentes estudios han demostrado que YY1 reprime la trascripcion
del gen Fas “).El tratamiento de lineas celulares tumorales con un donador
de oxido nitrico induce una sobre expresion de Fas y esta sobre expresion
induce la sensibilizacion de lineas celulares tumorales a la apoptosis

mediada por este receptor %),

Otros trabajos realizados por nuestro grupo de trabajo demostraron en
lineas celulares de cancer de prostata y de ovario que YY1 regula también de
forma negativa la expresion de DR5, Por otro lado, se demostré que lineas
celulares de cancer de prostata refractarias a tratamiento poseen mayor
actividad de YY1 que las células epiteliales normales de prostata, hecho
corroborado en un estudio de microarreglo de tejidos utilizando mas de 250

pacientes con cancer de préstata con diferente grado de malignidad “”-

Dichos estudios sugieren que la sobre-activacion de YY1
probablemente sea un mecanismo de resistencia a la apoptosis desarrollada

por las células tumorales.
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De acuerdo con las investigaciones que ha realizado nuestro grupo de
trabajo en cancer y YY1, estamos interesados en el estudio de la regulacion
de la resistencia a la quimioterapia en el LLA. Empleando el programa TESS
(Transcription Element Search System) el cual conjuga las bases de datos de
TRANSFAC v6.0, JASPAR 20060301, IMD v1.1 y CBI/GibbsMat v1, fueron
analizados 2000 nucledtidos rio arriba de la secuencia ATG (sitio de inicio de
la transcripcion) del promotor del gen mdrl para la prediccion de factores de
transcripcion que se pueden unir a este promotor para su regulacion
transcripcional. Con este analisis se lograron identificar cuatro sitios de union
YY1 en el promotor del gen mdrl ubicados a -270, -1230, -1420 y -1860, los
resultando obtenidos de este andlisis sugieren que el gen mdrl pueda ser
regulado de manera transcripcional por YY1. Por lo que resulta razonable
pensar que la expresion de YY1l y Gp-170 estén jugando un papel
importante en la LLA.
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3. PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar del desarrollo de nuevos agentes terapéuticos y regimenes de
tratamiento para la LLA entre el 25 y el 30% de los pacientes desarrollan
resistencia ha estos tratamientos y no sobreviven ®V. Uno de los mayores
obstaculos que no permiten que los tratamientos tengan éxito es que las células
leucémicas desarrollan resistencia a los agentes antineoplasicos. Una vez que
las células leucémicas se vuelven resistentes a los farmacos, las opciones de
tratamiento son muy limitadas, porque el rango de resistencia aumenta, aun a
agentes antineoplasicos a los que el pacientes nunca fue expuesto “®. Por lo
tanto para poder mejorar los resultados clinicos en la leucemia es esencial
desarrollar estrategias efectivas para revertir la resistencia, pero los complicados
mecanismos involucrados en dicha resistencia a las drogas constituyen un

problema mayor.

El factor de transcripcién YY1 juega un papel fundamental en procesos
biolégicos como embriogénesis, diferenciacion, proliferacion celular y
carcinogénesis. Recientes estudios realizados por nuestro grupo de trabajo en
colaboracion con la UCLA han demostrado que la sobre-activacion de YY1 en
células tumorales representa un mecanismo de resistencia a la apoptosis. La
participacion de YY1, en los mecanismos de resistencia a drogas es aun
desconocida, aunque recientemente identificamos que el promotor del gen mdrl
contiene 4 sitios especificos de unién para este factor de trascripcion; lo que
hace probable que YY1l actle también como un regulador de este gen.
Consecuentemente, resulta importante establecer si existe una asociacion entre
la expresion de YY1y Gp-170 vy si la expresidon de estas proteinas influenciada

la respuesta al tratamiento de pacientes con LLA.
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4. HIPOTESIS

El factor de transcripcion YY1 regula la expresion del gen mdrl,
induciendo un aumento en la expresion de la proteina Gp-170. Este mecanismo
participa en el detrimento o pérdida de la respuesta a la quimioterapia

antitumoral en la poblacion pediatrica con LLA.
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5. OBJETIVOS
5.1 General

Evaluar la expresion del factor de transcripcion YY1 y de la proteina Gp-170 en
CMN de sangre periférica de pacientes pediatricos con LLA y si dicha expresion

esta relacionada en las resistencia a la quimioterapia.

5.2 Especificos

. Determinar la expresion de YY1 y de la proteina Gp-170 en CMN

en sangre periférica mediante la técnica de inmunocitoquimica.

o Determinar la correlacion que existe entre la expresion de YY1y la
proteina Gp-170 con los parametros de riesgo a presentar resistencia a la

guimioterapia en LLA.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Pacientes.

Se estudiaron muestras de sangre periférica de 28 pacientes pediatricos
entre 1-18 afios con una media de 5 afios de edad, masculinos o femeninos, con
diagnostico de LLA que fueron hospitalizados en el Hospital Infantil de México
Federico Gomez, dichas muestras fueron proporcionadas por el servicio de
Hemato-oncologia de nuestro Hospital. Asi como 18 controles sanos que no
presentaban ningun tipo de patologia hematoldgica que fueron proporcionados
por el servicio de laboratorio clinico central de nuestro Hospital.

Una vez seleccionados los pacientes que reunieron los criterios de
inclusion, aceptacion o firma de carta de consentimiento informado, se les tomo6
la muestra para el desarrollo de nuestro estudio. Se realiz6 la purificacién de

células dentro de las dos primeras horas.
6.2 Criterios
6.2.1 Criterios de inclusion

Los criterios de inclusién de los pacientes considerados para este estudio son

los siguientes:

e Edad de 0-18 afios

e Pacientes femeninos y masculinos

e Con diagnostico de LLA confirmado por estudios morfologicos, e
inmunofenotipo.

e Pacientes de reciente diagndéstico sin tratamiento previo

e Todos los pacientes recibiran el mismo tratamiento de quimioterapia de
acuerdo al riesgo en que se clasifiquen

e Consentimiento informado
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6.2.2. Criterios de exclusién

e Se excluirhn a los pacientes con sindromes de fragilidad
cromosdmica como sindrome de Bloom y ataxia telangiesctasia

e Muestra insuficiente

6.2.3 Criterios de eliminacion

e Muerte

e Abandono del tratamiento antes de completar la fase de induccion.
6.3 Aislamiento de progenitores linfo-hematopoyéticos.

Las CMN de sangre periférica heparinizadas fueron obtenidas por
centrifugacion con Ficoll/Hypaque 0=1.077, después de hizo la cuenta viable

por exclusion de azul tripan y se blogueardn los receptores Fc.

Las células que expresan CD34 fueron sujetas un proceso de seleccion
positiva por columna magnética utilizando el kit de aislamiento directo de Miltenyi
Biotec, y se tifieron con FITC-anti-CD34, PE-anti-CD38, biotina-anti-marcadores
de linaje, PE-Cy5-anti-CD7, y APC-anti-CD10, seguido de la tincion con
estreptavidina-PE-Texas Red. Después de las correspondientes incubaciones y
lavados, las fracciones de HSC/MPP (Lin"CD34"CD38), progenitores linfoides de
células B (Lin"CD34'CD38'CD10%), y progenitores linfoides de células T y NK
(Lin"CD34'CD38'CD10°CD7") fueron purificadas por citometria de flujo en un
sorteador Moflo Cytomation.

La LLA de precursores de células B es prevalente entre las leucemias
agudas, representando alrededor del 80% de los casos, la gama de precursores
comprometidos al linaje de B fue analizada en la enfermedad y purificada como:
células B tempranas CD34°CD19°CD10", pro-B CD34°CD19°CD10", pre-BI
grandes CD34'CD19°CD10", pre-Bll grandes CD34CD19°CD10", pre-BIl
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pequeiias CD34CD19°CD10*, B inmaduras CD34CD19°CD10’slgM™ y B
maduras CD34' CD19°CD10slgM"sIgD".

6.4 Purificacion de células de sangre periférica.

La purificacion de CMN de sangre periférica se realiz6 mediante la técnica
de separacion por gradiente, por centrifugacion; empleando Ficoll-Paque™
PLUS (Ficoll-Paque™ PLUS, GE Healthcare, sweden), se realiz6 una mezcla de

Ficoll con la muestra de sangre problema guardando una relacion v/v de 2:1.

La mezcla se llevo a cabo en un tubo de 15ml (Axygen® estéril vol.15ml)
que contenia el volumen adecuado de Ficoll al cual se le adicioné lentamente
por las paredes del tubo la muestra problema de sangre; posteriormente se

centrifugd a 1500 rpm por 25min

Después se llevo a cabo la separacion de la capa de células y se coloco
en un tubo de 2.0mL (Epperdorff estéril vol.2ml) donde se adicion6 solucion
amortiguadora de fosfatos 1x (Phosphate buffered Saline, PBS 1X pH 7.2) hasta
cubrir el volumen total del tubo y se centrifugd nuevamente por 5 minutos a
1500 rpm, esta operacién se repiti6 2 veces mas, finalmente se decant6 el

sobrenadante y el boton de células se resuspendié en 1 mL de PBS 1X.

6.5 Preparacién de laminillas.

Después de la purificacion de células, se llevo a cabo el conteo de las
mismas, preparando una nueva suspension de células con una dilucién 1:100
en PBS, posteriormente las CMN fueron tefiidas con azul tripano y contadas en
la camara de Neubauer (Neubauer improved, Tiefe depth profunder 0.100mm,
Marienfeld, Germany) bajo microscopia de luz (10 X), se realiz6 el calculo para
obtener la cantidad de células totales en un ml, con el valor obtenido se ajusto la
cantidad de células a 10 000 células/pL. Este valor se multiplicé por el numero
de laminillas (Portaobjetos para microscopio esmerilados 25x75mm, Madesa®
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México) que se podia preparar y se afadié el PBS 1X suficiente para su
preparacion (10X10° células en 100 pl).

Después de dejar secar las laminillas a temperatura ambiente se rotularon
y se fijaron las células con formaldehido al 4% por 20 minutos a 4°C.
Posteriormente se llevo a cabo un lavado de PBS 1X por 5 minutos para retirar

los residuos de formaldehido.

Finalmente se las laminillas se dejaron secar a temperatura ambiente y se

almacenaron para su posterior inmunotincion.
Anticuerpos

- IgG Normal Rabitt (Santa Cruz, Biotechnology).

- Anticuerpo policlonal Anti-MDR1 de humano hecho en conejo (Santa Cruz,
Biotechnology).

- Anticuerpo policlonal Anti-YY1 de humano hecho en conejo (Santa Cruz,

Biotechnology).

6.6. Imnunocitoquimica.

A partir de las laminillas con células preparadas se procedid a la
realizacion de la inmunotincion. Brevemente, se realizd la recuperacion
antigénica con citrato de sodio (pH 6.0, 0.01M), por 20 minutos a 90 °C en bafio
Maria, posteriormente se realizaron 2 lavados con PBS 1X para eliminar el
exceso de citrato. Se elimind la actividad de la peroxidasa enddgena con
metanol y perdxido de hidrégeno al 3% por 15 minutos, esta operacion se llevo a
cabo 2 veces. Se bloqued la union no especifica de los anticuerpos a las células,
incubando las muestras con en suero normal de cerdo al 2% durante 1lhr

temperatura ambiente en camara hiumeda
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Posteriormente, se incubaron toda la noche a temperatura ambiente con
los anticuerpos correspondientes (anti-MDR1 dilucion 1:500 o anti YY1

dilucion1:750) en cadmara humeda.

Después de lavar con PBS 1X, las laminillas se incubaron con un segundo
anticuerpo conjugado a biotina por 30 minutos a temperatura ambiente. Después
de lavar se adiciond estreptavidina conjugada a HRP (Universal LSAB+
KIT/HRP, DAKO Cytomation), por ultimo el color se generé mediante la adicidén
del substrato cromogeno denominado Diamino Benzidina (Diamino Benzidine,
DAB) durante el tiempo requerido de cada marcador con respecto al control de
isotipo; se detuvo la reaccidn con agua y se contratiid con hematoxilina. Las
muestras se deshidrataron bajo las siguientes condiciones: agua destilada,
etanol al 70%, etanol al 90%, etanol al 100% y xileno en bafios de 5 minutos
cada uno. Finalmente, las preparaciones se cubrieron con resina y se dejaron

secar a temperatura ambiente.
6.7 Cuantificacion de células positivas inmunotefiidas.

Las laminillas se analizaron en un microscopio (Olimpus, BX-40) y las
células positivas (color café) se cuantificaron en 4 campo para cada laminilla,
utilizando un analizador de imagenes (Image-Pro Plus®, Media Cybernetics,
Silver Spring, MD.USA). Se contaron 100 células en cada laminilla, para

obtener el % de células positivas a la inmuntincion.

6.8 Transfeccion

Plasmidos.

NOMBRE TAMANO REFERENCIA

pGL3 4818 pb Vector de clonacién, Promega Corporation,
USA.

CMV /pGL3 5418 pb Este trabajo. Contiene la secuencia del
promotor de citomegalovirus (CMV).
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MDR1/pGL3 6818 pb Este trabajo. Contiene la secuencia del
promotor de mdrl.

M(-3) 5748 pb Este trabajo. Contiene la secuencia del
promotor de mdrl, con la delecién de tres
sitios de unién a YY1.

Los pldsmidos utilizados fueron proporcionados por la Unidad de Investigacion
en Enfermedades Oncoldgicas del hospital Infantil Federico Gomez.

Lineas celulares.

Linea celular Caracteristicas

PC3 Linea celular obtenida a partir de adenocarcinoma de
préstata, grado IV. Con crecimiento adherente, con
aplicacion en ensayos de transfeccion.

COSs7 Linea celular obtenida a partir de fibroblastos de rifion de
mono africano, apropiada para ensayos de transfeccion.

6.8.1 Transfeccion de lineas celulares PC3 y COS 7 con el DNA

plasmidico.

El DNA plasmidico se introdujo en ambas lineas celulares utilizando el
método de lipofectamina 2000 (Invitrogen), de acuerdo a las recomendaciones
del fabricante. Brevemente, un total de 2x10° células/pozo se crecieron en placas
de 24 pozos (COSTAR, Corning Incorporated, USA) durante toda la noche. Al
dia siguiente se adicion6 una mezcla de 1 pg de DNA con un 1 pl de
lipofectamina a cada pozo, se incubo durante cuatro horas. Se dejaron en cultivo
las células durante toda la noche a 37°C y 5% de CO?y al siguiente dia se hizo
la cuantificacion de Unidades Relativas de Luciferasa (URL) en un luminometro
marca Turner Biosystems con placa de 96 pozos, empleando 20 ul de lisado de

células y afiadiendo 100 pl de sustrato para luciferasa marca Promega.
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6.9 Andlisis Estadistico.

Se labor6 una base de datos y la informacion se proceso utilizando un
programa de analisis estadistico (Prisma 4® de GraphPad Software, Inc., San
diego, CA). La evaluacién de la diferencia en el nimero de células positivas de
las reacciones de inmunocitoquimicas se realiz6 mediante analisis de varianza
(ANOVA). Para los andlisis de correlacion se realizd utilizando una prueba de

Pearson. Un valor <0.05 fue considerado como significativo.
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7. RESULTADOS
7.1 Anélisis Clinico

Se revisaron los expedientes de 16 nifios con diagnéstico de LLA de
acuerdo a los criterios de inclusion de nuestro proyecto, posteriormente se le
realizo la toma de muestra de sangre periférica. En la distribucién por género 6
pacientes fueron del sexo masculino (54%) y femenino (46%), la edad promedio
fue de 5 afos y el rango de 1-18 afos. Ejemplo de las caracteristicas clinicas se
presentan en la Tabla 1. El 25% de los pacientes presento caracteristicas de
riesgo estandar o habitual, lo que significa que en los parametros de evaluacion
no presentaron complicaciones de respuesta a la quimioterapia. El 75% restante
presentaron caracteristicas de alto riego lo que nos indica que dentro de los
pardmetros de evaluacion presentan diversos factores que predisponen al

paciente a presentar quimioresistencia.
7.2 Evaluacion de la expresion de YY1y Gp-170.

Los resultados del analisis de la expresion de YY1 y la Gp-170 se
muestran en la Fig.1, se encontr6 tanto la expresion de YY1 (Fig.1c) como la
de Gp-170 (Fig.1le ) se observa aumentada en las CMN de los pacientes con
LLA, en comparacion con los controles sanos(Fig.1b,1d), en los se muestran
menor expresion tanto de YY1 como Gp-170. YY1 se expreso principalmente a
nivel nuclear, y Gp-170 a nivel citoplasmético. Como control de especificidad de

la tincion inmunoglobulinas normales de conejo (control IgG) (Figla).

En la Fig.2 mostramos la grafica en donde se incluye el porcentaje de
células positivas tanto de YY1 como de Gp-170, tanto en los pacientes como en
el grupo control, se incluyeron los 30 pacientes analizados. Se puede observar
que existe un aumento en la expresion de ambas proteinas el cual

estadisticamente significativo en los pacientes con LLA.

Se llevo a cabo un analisis de correlacion entre la expresion de YY1y

Gp-170 en nuestro grupo de pacientes con LLA utilizando una prueba de
40



Pearson. Los resultados nos muestran que existe una correlacion directamente
proporcional ( r=0.935, p=0.0001) entre la expresion de YY1y Gp-170 (Fig.3.)

Los resultados anteriores demuestran que existe un aumento en la
expresion de YY1 y Gp-170 en pacientes con LLA comparado con controles

sanos, y ademas esta expresion es directamente proporcional.

7.3 Evaluacion de la expresion de YY1 y de Gp-170 en los diversos

estadios de diferenciacioén linfoide.

Hasta el momento no se ha descrito la expresion de YY1y Gp-170 en los
diversos estadios de diferenciacion linfoide. A partir de los diferentes precursores
linfocitarios para células B purificados por citometria de flujo como se describe
en materiales y métodos, se llevo a acabo la evaluacién de la expresion de YY1
y Gp-170 mediante inmunocitoquimica. La Fig.4 a muestra las microfotografias
representativas de ambas proteinas en los diferentes estadios de diferenciacion,
donde se observa una expresion diferencial. Que incluye la expresion diferencial
de células B, Pre-pro (Fig.4 b, c) células Pro-B (Fig.4 e, f), células Pre-B (Fig.4
h, i), células B (Fig.4 k, ). La expresiéon de YY1 fue primordialmente nuclear,
mientras que la expresion de Gp-170 fue principalmente en la membrana y en
citoplasma, como control de especificidad de la tincibn inmunoglobulinas

normales de conejo (control IgG).(Fig.4 a, d, g, j).

La Fig.5 muestra la gréafica con el porcentaje de células positivas en 7
diferentes pacientes donde se purificaron los precursores de CMN de sangre
periférica de LLA de pacientes y de 2 controles sanos. Se puede observar que
algunos pacientes muestran una elevada expresion de ambas proteinas desde
etapas muy tempranas de diferenciacion como con los casos de los pacientes 1,
3y 12. Mientras que otros pacientes solo expresan estas proteinas en estadios
tardios (pacientes 2,5y 6). En el caso de los controles solo se observo expresion

en células B maduras, lo cual era lo esperado en sangre periférica.
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Los resultados anteriores demuestran que la expresion de YY1 y Gp-170 se
puede observar en etapas muy tempranas de diferenciacion de células B en

pacientes de LLA.
7.4 Asociacion de la expresion de YY1y Gp-170 en LLA de alto riesgo

La siguiente pregunta a contestar en este trabajo, fue como la expresion
de YY1y Gp-170 podian asociarse con los datos clinicos del grupo de pacientes
de LLA utilizados. Los médicos oncoélogos utilizan criterios clinicos vy para-
clinicos para clasificar a los pacientes con LLA de riesgo habitual o riesgo alto lo
cual significa si son buenos o malos respondedores a la quimioterapia, estos

pardmetros se muestran en la Tabla 1.

En la Fig.6 se muestra la gréfica de los porcentaje de células positivas tanto de
YY1 como de Gp-170 en el grupo de LLA, en donde se correlaciona con el grado
de riesgo de acuerdo a la tabla 1 que presentan los pacientes (p= 0.02) . Se
puede observar que existe un aumento estadisticamente significativo de ambas

proteinas en los pacientes con LLA de alto riesgo

La Fig.7 muestra una microfotografia representativa de la expresion de YY1 y
Gp-170 en un paciente de alto riesgo en el cual antes y después del tratamiento
(Fig.7 b, d) con quimioterapia se puede observar un aumento claro de la
expresion de ambas proteinas en el caso de las muestras post-tratamiento si se
compara con la muestra pre-tratamiento (Fig.7 a, c).

Loas resultados anteriores nos muestran que los factores que determinan el
grado de riesgo que tiene un paciente de LLA se asocian con la expresion de
YY1 y Gp-170. Lo que sugiere que YY1 puede estar regulando la expresiéon de

Gp-170y esto pueda determinar la respuesta al tratamiento.
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7.5 Evaluacion de la participacion de YY1 en la regulacion transcripcional
del gen que codifica para Gp-170.

Para poder evaluar si YY1 puede regular de manera transcripcional el
gen mdrl el cual codifica para Gp-170, en nuestro grupo de trabajo se construyo
mediante técnicas de biologia molecular un plasmido reportero que contenia el
promotor del gen de mdrl (plasmido MDR1/pGL3), y otro plasmido que contenia
la secuencia promotora de mdrl (plasmido M(-3) ) en el cual fueron deletados

tres sitios de union para YY1.

Con estos plasmidos se llevo a cabo la transfeccién de la linea celular
PC3 y la linea celular COS 7. La transfeccion se realizo como se describe en
materiales y métodos. En la figura 8a muestra la gréafica se puede observar que
en la linea celular PC3, la lectura obtenida para el promotor de mdrl
(MDR1/pGL3) es de aproximadamente 550 URL mientras que el promotor de
mdrl (M(-3)) menos tres sitios de unién YY1 presenta un valor de 180 URL,
presentando diferencia estadisticamente significativa. En la figura 8b,
correspondiente a la linea celular COS 7, también se presenta diferencia
significativa entre el promotor de mdrl (MDR1/pGL3) con 550 URL y el promotor

de mdrl menos tres sitios de unién YY1 (M(-3) con una lectura de 350 URL.

Los resultados anteriores demuestran que los sitios YY1 que fueron
deletados son requeridos para un 6ptimo funcionamiento del promotor mdrl lo
cual indica que YY1 esta regulando de manera transcripcional al gen mdrl y por

lo tanto muy probablemente la expresion de Gp-170.
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8. DISCUSION

La LLA infantil es un problema de salud muy importante en México y el
mundo, pues se estima que cada afio se diagnostican 15 casos de cancer infantil
por cada 100.000 nifios menores de 15 afios. La mitad de estos,
aproximadamente, se originaran en menores de 4 afos. A pesar de los
importantes avances en el tratamiento del cancer permanece como la segunda
causa de muerte en nifios en los paises industrializados y en paises en
desarrollo siete de cada 10 muertes infantiles, por lo que, en las ultimas 3
décadas se ha observado una disminucion dramatica en la tasa de mortalidad
por cancer en nifios. La supervivencia global a los cinco afios del diagndéstico ha
pasado del 56% en el periodo entre 1983-1985 a un 70% en el periodo 1992-
1994; una mejoria global de 16% en tan solo siete afios de desarrollo de los
tratamientos ®. En el Hospital Infantil de México Federico Gémez actualmente
se ha reportado una sobrevida alrededor del 80%. Sin embargo a pesar de los
esfuerzos en el desarrollo de nuevos y mejores tratamiento un 20% de los casos

de LLA desarrollan resistencia a la quimioterapia ©°.

En la resistencia a la quimioterapia intervienen diversos mecanismos uno
de los mas estudiados es el de MDR1, cuando las células se encuentran en
condiciones normales este fenotipo consiste en un mecanismo de eflujo a los
agentes citotoxicos, desde el interior celular hacia el exterior mediada de una
bomba de expulsién dependiente de ATP. El gen mdrl codifica para la proteina
Gp-170 la cual constituye la accién de bomba expulsora que ya se menciono “®.

Se sabe que cuando existe sobre-expresiéon de Gp-170 se presenta
resistencia cruzada a diferentes drogas que no presentan ni homologia
estructural ni en su mecanismo de accién “?. Se sabe que la regulacién del gen
mdrl es muy complejo y no esta completamente delucidado.

Por otro lado nuestro grupo de trabajo tiene una amplia experiencia en el
estudio del factor de transcripcion YY1 que se caracterizan por su funcion
como un activador o represor, también se sabe que YY1 esta implicado en

mecanismos de resistencia a apoptosis, regulando la expresion de FAS y DR5
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(receptores de muerte). Diversos estudios demuestran que YY1 puede estar
implicado en la patogénesis de diferentes tipos de cancer como proOstata y
ovario, entre otros 5 46:47),

En este trabajo estudiamos la importancia de YY1 en la regulacién de Gp-
170 esto debido a que estudios previos en nuestro grupo de trabajo demostraron
mediante una prueba de TESS (Transcription Element Search System) que el
gen mdrl contiene cuatro sitios union para YY1 ubicados a -270, -1230, -1420 y
-1860. Por lo que es razonable pensar que el gen mdrl pueda ser regulado de
manera transcripcional por YY1. Y esta regulacion puede afectar la expresion de
Gp-170 y por lo tanto el resultado del tratamiento quimioterapéutico con

pacientes de LLA..

Existen pocos estudios de la expresion de Gp-170 y no existen reportes a la
fecha de la expresion de YY1 en células de pacientes con LLA. Por lo que el
presente estudio representa el primer reporte de la expresién de YY1 en este
tipo de pacientes asi como la correlacién de la expresion de YY1y Gp-170 con

la respuesta a | tratamiento de quimioterapia.

Este trabajo tuvo como objetivo estudiar la expresiéon del factor de
transcripcion YY1 y de la proteina Gp-170 en CMN de sangre periférica de
pacientes pediatricos con LLA y si dicha expresion esta involucrada en la
resistencia a la quimioterapia para esto se hizo uso de diferentes técnicas
metodoldgicas y estadisticas. La expresion de estas proteinas se pudieron
analizar utilizando métodos inmunocitoquimico y la purificacion de CMN

progenitoras hematopoyéticas por medio de citometria de flujo.

Las pruebas de imunocitoquimica se llevaron a cabo con laminillas
preparadas a partir de CMN de sangre periférica de pacientes de LLA asi como
con laminillas de controles sanos, como se observa en la Fig.1, donde se puede
aprecia un aumento de la expresion de YY1 a si como de Gp-170 Cuando
evaluamos de manera cuantitativa la expresién de estas proteinas se observa
gue existe una diferencia significativa en el porcentaje de células positivas

(Fig.2), adicionalmente se llevo a cabo un andlisis de correlacion entre el
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porcentaje de células positivas YY1y Gp-170 la Fig.3, nos muestra que existe
una correlacion directamente proporcional entre la expresion de YY1 y Gp-170(
r=0.935, p=0.0001).

Po otro lado, se evalud la expresion de YY1y Gp-170 en CMN de médula
Osea en los diferentes precursores linfocitarios de pacientes con LLA, primero se
llevo a cabo la separacion y purificacion de estos precursores por medio de
citometria de flujo. Como ya mencionamos la LLA de células B representa la
leucemia mas. Por lo que se llevo a cabo la evaluacion de la expresion de YY1y
Gp-170 mediante inmunocitoquimica, en la Fig.4 se observa la expresion de
amabas proteinas en los diferentes estadios de diferenciacion celular que incluye
la expresion diferencial de células B, Pre-pro (Fig.4 b, c) células Pro-B (Fig.4 e,
f), células Pre-B (Fig.4 h, i), células B (Fig.4 k, I) que muestra una expresion
diferencial. La importancia de encontrar la expresion tanto de YY1 como de Gp-
170 en estadios celulares tempranos es que no existen estudios a la fecha
muestren en que momento de la diferenciacion linfoide existe la modificacion,
gue resulta en la modificacion de la expresion de Gp-170 y por tanto pueda
modificar la respuesta al tratamiento. En la Fig.5 se muestra la gréafica con el
porcentaje de células positivas en 7 diferentes pacientes donde se purificaron los
precursores celulares de pacientes de LLA y de 2 controles sanos, y se observa
una elevada expresion de ambas proteinas desde etapas muy tempranas de
diferenciacion linfopoyética en LLA.

Por otro lado se llevo a cabo la asociacion de los parametros clinicos que
determinan el grado de riesgo de los pacientes de LLA con el porcentaje de
expresion de YY1 y Gp-170 (Fig.6) donde se evidencia de manera muy clara
gue si un paciente de LLA es de alto riego existe un aumento de la expresion de
ambas proteinas, lo cual nos sugiere que los pacientes que se consideren de
alto riesgo tendrdn mayor expresion tanto de YY1 como de Gp-170 y
posiblemente esto les confiera mayor resistencia al tratamiento
guimioterapéutico.

Esto fue corroborado mediante el andlisis inmunocitoquimico en CMN de

sangre periférica en un pacientes con LLA que se consideraran de alto riego,
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como se puede observar en la Fig.7 antes de comenzar el tratamiento
quimioterapéutico se presenta menos expresion de ambas proteinas, y después
del tratamiento hay una sobre expresion tanto de YY1 como de Gp-170. Los cual
resulta muy importante porque sugiere que la expresion de estas proteinas se
ve aumentados después del tratamiento y puede determina su éxito.

Por ultimo se para poder evaluar si YY1 puede regular de manera
transcripcional el gen mdrl el cual codifica para Gp-170, nuestro grupo de
trabajo, mediante el uso de técnicas de biologia molecular se construyo un
plasmido reportero que contenia el promotor del gen de mdrl (plasmido
MDR1/pGL3), y otro pladsmido que contenia la secuencia promotora de mdrl

(plasmido M(-3) ) con los cuales tres sitios de union para YY1 fueron deletados.

Con estos plasmidos se llevo a cabo la transfeccion de la linea celular
PC3 y la linea celular COS 7. En la Fig. 8a muestra la grafica en donde se
observar que en la linea celular PC3, la lectura obtenida para el promotor de
mdrl (MDR1/pGL3) se ve aumentada comparada con el promotor de mdrl (M(-
3)) menos tres sitios de unién YY1 que presenta un valor mucho menor,
presentando asi una diferencia estadisticamente significativa. En la Fig. 8b,
correspondiente a la linea celular COS 7, también se presenta un aumento
significativo entre el promotor de mdrl (MDR1/pGL3) y el promotor de mdrl
menos tres sitios de unién YY1 (M(-3)) con una lectura menor.

Los resultados anteriores demuestran que los sitios YY1 que fueron
deletados son requeridos para un éptimo funcionamiento del promotor mdrl lo
cual indica que YY1 esta regulando de manera transcripcional al gen mdrl y por

lo tanto muy probablemente la expresion de Gp-170.
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9. CONCLUSIONES

En este trabajo mostramos que existe un incremento significativo en la expresion
de YY1y Gp-170 en CMN de sangre periférica de pacientes pediatricos de LLA.
Asi como la presencia de una correlacion directamente proporcional (r =0.935,
p=0.0001) entre la expresion de YY1y Gp-170 en LLA.

Por otro lado demostramos que la participacion de los parametros clinicos de
clasificacion del grado de riesgo de los pacientes con LLA son factores
importantes que se relacionan con la sobre expresion de YY1y Gp-170, ya que
se observo que si un paciente de LLA es de alto riesgo, éste expresa en mayor
cantidad YY1y Gp-170.

Por primera vez se presenta y demuestra la expresion de YY1 y Gp-170 en los
diversos estadios de diferenciacion linfoide de células B. tanto en fases
tempranas como tardias y esto relacionado con los parametros de evaluacion
clinicos del grado de riesgo nos puede sugerir el comportamiento de respuesta

al tratamiento quimoterapéutico.

También se muestra como en los casos de LLA de alto riesgo pre tratamiento
guimioterapéutico hay menos expresion tanto de YY1 como de Gp-170 en
comparacion con la expresion de ambas proteinas post-tratamiento, o que nos
sugiere que en los casos de alto riesgo hay una mayor probabilidad de presentar

quimioresistencia.
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10. ANEXOS

10.1 Caracteristicas Clinicas y Parametros que determinan el grado de riesgo de
LLA durante la infancia.

Edad Sexo Conteo LCR Precursores Células Cromosoma Ventana Presencia
de de Células T inicial de de
células B Philadelphia  tratamiento Blastos

con en
celulas induccién
/uL dexametasona g la
remision
Riesgo
Estandar
#1 3.7 Femenino 6500 Neg y Neg S d
#2 7 Femenino 8500 Neg \ Neg \ \
Media 5.3 7500
Femenino
Desviacion 2.3 1414
Estandar
Alto
riesgo
#3 311 Femenino 20000  neg é ‘ Neg S S
#4 3.2 Masculino 16000  neg é ¢ Neg \ \
#5 3.11 Masculino 700 neg ¢ é Pos \/ R
#6 14 Femenino 391000 neg \ Neg \ \
#7 11 Femenino 1700 neg \ Neg \ \
#8 2.8 Masculino 245000 pos \/ Pos \/ \/
#9 6.2 Masculino 5700 pos \ Neg \ \
#10 10 Masculino 13800  neg y Neg Resistencia S
Media 6.6 86738
Desviacion 4.41 148132
Estandar

Tabla 1. Caracteristicas clinicas del grupo de estudio de LLA con riesgo habitual o estandar
y de alto de riesgo.
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10.2. Incremento de la Expresion de YY1y Gp-170 en Pacientes con LLA

Control LLA
b ’. c @ Bl
: *:'/.\‘. ¢ ‘
afp s — YY1
¢ ‘e @0
- N J
. % & & e
L 1 a ‘ - e ‘
Control IgG ‘ ’ . *(/._\‘;
== \Sbicd Gp-170
’ ) )
8 o

Figura 1. Microfotografia representativa del Incremento de la expresion de las
células positivas de YY1y Gp-170. Los controles sanos, muestran menor expresion
de YY1y Gp-170, (b, d). En las muestras de pacientes con LLA se muestra una
mayor expresion de YY1 y Gp-170 en el citoplasma de las células para el caso de
Gp-170 y en el nacleo en el Caso de YY1 ( c, e). El control de isotipo no muestra
tincion(a). Magnificacion 100X.
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10.3. Incremento de la expresion YY1y de Gp-170 en pacientes con LLA

100
‘st
(¥a]
© 8‘0" v L 2
= vy .
= v
v *
& 60 YyV
L A vy — 2o
ERPY B ’ et
—_ - [} *
(& n A Y" :0
32 [ ] ] v
204 - \AAl b 3
Yyv? *
Ak YyvyYy ‘.
ol _waanr  Glan v
GP-170 YY1 GP-170 YY1
Controles LLA

Figura 2. Porcentaje de células positivas en la expresion de YY1y Gp-170 en LLA.
Cada punto representa el porcentaje de expresion de YY1y Gp-170 respectivamente en
las células de sangre periférica de cada paciente. Se observa claramente un incremento en
el porcentaje de células positivas de los pacientes del grupo de LLA en comparacion con
la expresion en los controles sanos. p=0.0001 ANOVA.
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10.4. Correlacion positivaentre YY1 y Gp-170

1001

Gp-170

YY1

Figura 3. Analisis de correlacion entre la expresion de YY1y Gp-170 . El porcentaje
de la expresion de Gp-170 en las células de los pacientes con LLA muestra una
correlacion directamente proporcional entre la expresion de YY1y Gp-170 (r=0.935,
p=0.0001). Resultados calculados con la prueba de Pearson.
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10.5. Incremento de la expresién de YY1 y Gp-170 en células B
precursoras de pacientes con LLA

Control 1gG Gp-170 YY1l
a ® b ‘ C
Células B Pre- - . ® _
) N AY
pro 20 -« h L
a®e AR
~ - N, /]
Células Pro-B = »

‘ -
Células Pre-B ® ke X3 ¥ s 4@
s 7
* p g
i j < e |
Células B : :\.';
o® | AT -y

Sa

Figura 4. Microfotografias representativas de la expresion de YY1 y Gp-170 en
células B precursoras de pacientes con LLA. Los controles de isotipo, se muestran
negativos para la expresion de YY1l y Gp-170 en los diferentes estadios de
diferenciacion de células B (a, d, g, j).En las muestras de pacientes con LLA se muestra
la expresion positiva de YY1 (c ,f,i, ) y Gp-170 (b, e, h, k) respectivamente en los
diferentes estadios celulares.
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Incremento de la expresion de Gp-170 y YY1 en diferentes

precursores de células B

10.6
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Figura 5. Analisis de citometria de flujo de la expresion de células positivas de
YY1 y GP-170 en los diferentes estadios celulares del linaje B. Se muestra un

incremento diferencial en el porcentaje de células positivas para ambas proteinas en

los diferentes precursores celulares de los pacientes con LLA.
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% Células Positivas de YY1

10.7. Asociacion de la expresion de YY1y Gp-170 en LLA de alto riesgo
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Figura 6. El porcentaje de la expresion de YY1 (a) y Gp-170(b) en las células de pacientes con
LLA muestra una correlacion con el grado de riesgo que presentan los pacientes, donde se
observa que a mayor riesgo mayor expresion de YY1 y Gp-170 respectivamente. p= 0.02) t de
Student.
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10.8.
quimioterapia

YY1

Figura 7.Microfotografias representativas de la sobre expresion de YY1y Gp-170
en células de pacientes con LLA pre y post tratamiento. Se muestra claramente una
sobre expresion de YY1 (b) y Gp-170(d) en las células de los pacientes con LLA
después de la primera fase del tratamiento (induccion a la remisién) en comparacion con
las expresion de ambas proteinas en el mismo pacientes antes del tratamiento de un

25%

b . ' 98%
. %
o ?
\ \__/"

N,

d ‘ 87%

Pre-Tx

Post-Tx

paciente clasificado como de alto riesgo (cromosoma Philadelphia positivo).

Aumento en la expresion de YY1 y Gp-170 después de la
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10.9. Evaluacioén final de la funcionalidad de los plasmidos

a) PC3

800+

6004

2004

b) COS7

1000+

CMmvV

*
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)
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mdr1 M(=3) pGL3 lipo CMmv mdr1 M(-3) pGL3 lipo

Figura 8. Ensayo de transfeccion final con los plasmidos MDR1/pGL3, M(-3) y CMV/pGL3.
En una placa de 24 pozos se manutuvieron en cultivo 2*10° células/pozo toda la noche a 37°C y
5% de CO2. Al dia siguiente se transfectdé cada linea celular con 1 pg de DNA plasmidico y
lipofectamina 2000, se dejé en incubacidn durante 4 horas con esta mezcla, posteriormente se dejo
nuevamente el cultivo toda la noche. La lectura de Unidades Relativas de Luciferasa (URL) se
realiz6 empleando el Luciferasa Kit Assay (Promega), segun las indicaciones del fabricante se
adicionaron 100 pl de Buffer de Lisis a cada pozo, se mantuvieron en agitacion suave 15 minutos y
se colectd el sobrenadante. Se tomaron 20 pl del lisado y se adicionaron 100 ul de substrato en una
placa de 96 pozos del luminometro marca Turner Byosistems. Finalmente se aplic6 un analisis
estadistico de ANOVA no paramétrico con Tukey y confianza de 95%.
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