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1. RESUMEN

Introduccion: La primera causa de cancer infantii a nivel mundial son las
leucemias, seguidas de los tumores del sistema nervioso central y en tercer lugar
se encuentran los linfomas. De estos ultimos, el 60% corresponde a los linfomas
no Hodgkin (LNH). M&s del 95% de los LNH en pediatria son neoplasias de alto
grado e incluyen principalmente cuatro variedades histologicas: el linfoma de
Burkitt, el linfoma de células grandes, el linfoma linfoblastico y el linfoma
anaplésico, esto acuerdo a la clasificacion utilizada en el Hospital Infantil de
México, Federico Gémez. La supervivencia de los pacientes con LNH es variable y
depende del subtipo histologico y de la respuesta a la quimioterapia. Por otro lado,
numerosos estudios han demostrado que la activacion de MAPK p38 juega un
papel importante en el desarrollo de diversos tipos de cancer, esto de acuerdo con
el tipo de neoplasia y el estimulo que actla sobre ésta. En el caso de los linfomas
(tanto Hodgkin como no Hodgkin en adultos) se ha reportado que existe una
sobreexpresion de la forma activa de la proteina MAPK p38 (p-p38) en lineas
celulares, lo cual se relaciona con una disminucién en la apoptosis y la sobrevida
de los pacientes con esta enfermedad. En el caso del LNH en nifios no existen

reportes acerca de la expresion de MAPK p38.

Objetivo: Evaluar los niveles de expresion de MAPK p38 y su forma activa p-p38
en biopsias de pacientes pediatricos con LNH y correlacionarlos con los subtipos

histoldgicos de LNH.



Materiales y Métodos. Se construyé un microarreglo de tejidos a partir biopsias
de pacientes pediatricos con LNH, el cual se utilizé6 para determinar la expresion
de MAPK p38 y p-p38 mediante ensayos de inmunohistoquimica y analisis
morfométrico. Posteriormente se realizd la correlacion de la expresién de las
proteinas antes mencionadas con los subtipos de LNH mediante el empleo de

patologia digital y analisis estadisticos.

Resultados. Se observo una expresion diferencial de MAPK p38 y p38 fosforilado
en los diferentes tejidos incluidos en el microarreglo, viéndose favorecida esta
expresion para MAPK p38 comparada con su forma activa. La variedad histolégica
de LNH considerada de mejor prondéstico presentd la menor expresion de p38 y
p38 fosforilada. A diferencia con el linfoma anaplasico que es considerado de peor

pronéstico el cual presenté una mayor expresion de ambas proteinas.

Conclusion. Se sugiere que MAPK p38y p-p38 puede jugar un papel importante

en la fisiopatogénesis del LNH pediatrico.



2. INTRODUCCION

2.1Panorama epidemiologico

Los linfomas de Hodgkin y no Hodgkin se encuentran dentro de las tres primeras
neoplasias malignas infantiles mas comunes a nivel mundial. EI linfoma no
Hodgkin (LNH) representa aproximadamente 7% de los canceres en nifios y
jévenes menores de 20 afios [1]. En los Estados Unidos, se diagnostican unos 800
casos nuevos de LNH cada afio. La incidencia es de aproximadamente diez casos
por cada millén de habitantes. A pesar de que no hay una edad especifica de
mayor ocurrencia, el LNH se presenta con mayor frecuencia en la segunda década
de vida y no es muy comun en nifios menores de 3 afios [2]. La Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) en 2008, indic6 que para la poblacion infantil en las
regiones de Europa, Norte América, y otras regiones desarrolladas, las tasas de
incidencia estan alrededor de 140 por millon de habitantes. En paises en vias de
desarrollo la poblacién infantil comprende entre el 40 y 50% de la poblacién total,
de estos la proporcion de nifios con cancer seria del 3 al 10%, mientras que en
paises desarrollados seria menos del 1 % de la poblacion total [3].

A nivel mundial, se estiman aproximadamente unos 160,000 casos nuevos, Yy
90,000 muertes en menores de 15 afios de edad cada afio. En los nifios, los
tumores mas frecuentes son las leucemias, los linfomas y los tumores del sistema

nervioso central (SNC), la frecuencia varia segun el pais, y el grupo de edad [4].



En México en las Unidades Médicas Acreditadas (UMA), del 2007 al 2008, se
observé que los canceres mas frecuentes en la poblacién infantil fueron las
leucemias, seguidas por los linfomas, tumores SNC y los sarcomas de partes
blandas. Dentro de las leucemias el diagnéstico més frecuente es la leucemia
linfoblastica aguda (LLA), le sigue la leucemia mieloide aguda (LMA) y la leucemia
granulocitica (LG); de los linfomas, el més frecuente es el linfoma de Hodgkin, en
segundo lugar el linfoma no Hodgkin; respecto a los tumores de SNC el mas
frecuente es el astrocitoma, el meduloblastoma, el glioma, el ependimoma y el
tumor neroectodérmicoprimitivo; de los sarcomas de partes blandas el mas

frecuente es el rabdomiosarcoma (Tabla I).

Tabla l. Principales tipos de cancer diagnosticados en la Unidades Médicas Acreditadas (UMA)
Secretaria de Salud, para la atencidn de nifios y adolescentes con cancer en 2007 y 2008.

L 2007 2008
Diagnostico Casos | Porcentaje | Casos | Porcentaje
Linfoblastica aguda 921 45.66 962 43.16
Leucemias Mieloide aguda 128 6.35 156 7
Granulocitica cronica 7 0.35 4 0.18
. Hodgkin 104 5.16 106 4.76
Linfomas -

No Hodgkin 103 5.11 100 4,49
Astrocitoma 100 4.96 71 3.19
Meduloblastoma 46 2.28 65 2.92
Glioma 13 0.64 30 1.35
. . Tulmt.)r_ neuroectodérmico 12 0.59 6 0.7

Tumores del Sistema Nervioso primitivo
Central Ependimoma 10 0.50 15 0.67
Meningioma 2 0.10 0 0.0
Schwannoma 2 0.10 0 0.0
Craneofaringioma 1 0.05 4 0.18
Otros 2 0.10 7 0.31
. Rabdiomiosarcoma 73 3.62 80 3.59
Sarcomas de Tefidos Blandos = = diomiosarcoma 35 174 30 135

Fuente: Base de datos de cdncer 2007-2008. Direccion de Prevencidn y Tratamiento del Cancer en la infancia y la Adolescencia-CeNSIA.
Infarmacién brindada por los Hematoloegos y Oncélogos pediatras de las UMA pertenecientes a la Secretaria de Salud de 31 entidades federativas.
Clasificacion de casos basada en la Internacional Clasification of Childhood Cancer (ICCC).

FHistiocitosis: Se incluye debido a que fueron reportadas por los hospitales {no especifica entre benignas y malignas)



2.2 Clasificacion

El linfoma no Hodgkin est4 categorizado como de bajo, intermedio, o alto grado
con base en su agresividad clinica. El tumor de bajo e intermedio grado predomina
en adultos, sin embargo mas de 90% de los nifios con linfoma no Hodgkin tienen
un tumor de alto grado [2].

A lo largo del tiempo ha habido al menos 7 clasificaciones patoldgicas para el
LNH. En 1994 se publicé la clasificacion Europeo-Americana de neoplasias
linfoides, que fue adoptada por la OMS para neoplasias de tejidos hematopoyético
y linfoide. Esta clasificacion incluye a todos los linfomas y leucemias hasta ahora
reconocidos y distingue tres categorias principales: células B, células T/NK y
enfermedad de Hodgkin. Los LNH estan incluidos dentro de las dos primeras
categorias [4]. A pesar de que esta clasificacién aporté nuevas entidades, no hubo
modificaciones importantes para la mayor parte de los LNH que se presentan en
nifios y que incluyen tres tipos histoldgicos: linfoma linfoblastico (de precursores
de células T y precursores de células B), linfoma de Burkitt (de células B
periféricas y tipo Burkitt, linfoma de células B de alto grado), y linfomas de células
grandes, incluyendo en este ultimo los linfomas de células B difusos (LACG) (de
células B periféricas), los linfomas anaplasicos de células grandes (ALCL) (de
células T periféricas/nulos), los linfomas anaplasicos de células grandes y los tipo
Hodgkin (de células T periféricas) [5]. Existen diferencias en epidemiologia,
histopatologia, tratamiento y prondstico entre los distintos subtipos [6]. En el
Hospital Infantil de México, Federico GoOmez, los oncologos pediatras clasifican a

los pacientes con LNH con base a los criterios de la OMS, considerando cuatro



diferentes subtipos histolégicos: Linfoma de Burkitt, linfoma linfoblastico, linfoma

de células grandes y el linfoma anaplasico.

2.2.1 Linfoma linfoblastico

Antes denominado linfosarcoma de la infancia, sarcoma de Sternberg o linfoma de
linfocitos T hendidos, es uno de los linfomas no Hodgkin méas frecuentes en los
nifios. El linfoma linfoblastico es el responsable de aproximadamente 30% de los
linfomas en nifios. Este linfoma es mas comun en los adolescentes y la frecuencia
en los nifios es el doble que en las nifias [7]. Las células cancerosas de este
linfoma son linfoblastos. Si mas del 25% de la médula 0sea esta afectada, la
enfermedad se clasifica y trata como ALL. La mayoria de los linfomas
linfoblasticos son de células T y se denomina linfoma linfoblastico de células T
precursoras [8]. La mayoria de las veces se localiza en la parte anterior del
mediastino y en menor frecuencia en los ganglios linfaticos periféricos, la piel, el
anillo linfatico de Waldeyer, las génadas, la glandula mamaria, el sistema nervioso
central y el higado. Algunas veces este tipo de cancer se origina en las amigdalas
y en los ganglios linfaticos del cuello. Tiende a propagarse muy rapidamente a la
médula 6sea, otros ganglios linfaticos, la superficie del cerebro y/o las membranas
que rodean a los pulmones y al corazon [6].

En mucho menor proporcion se presentan los linfomas linfoblasticos de células B,
los cuales inician con mayor frecuencia en los ganglios linfaticos fuera del torax,
particularmente en el cuello, también pueden afectar la piel y los huesos. Debido a

que el linfoma linfoblastico puede ser una enfermedad de crecimiento muy rapido



frecuentemente obstaculiza el sistema respiratorio. Por lo que se requiere un

rapido diagndstico y tratamiento [7].

2.2.2 Linfoma de Burkitt

El linfoma de Burkitt es el responsable de aproximadamente 40% al 50% de los
casos de linfoma no Hodgkin infantil en los Estados Unidos. Existen dos tipos de
linfoma de Burkitt: a) tipo Burkitt (en honor al médico que primero describid este
linfoma en los nifios de Africa). b) tipo no Burkitt. Sin embargo, los nifios con
reciben el mismo tratamiento independiente mente del tipo. Es mas comun en
hombres, con una proporcion de 3:1 en las edades de 8 a 10 afios [7]. Sus
manifestaciones clinicas varian segun el sitio anatémico de presentacion y su
distribucion geogréfica. Al momento del diagnéstico la mayoria de los pacientes se
encuentran en estadios clinicos avanzados (lll y IV), en los cuales si el
tratamiento no ha sido oportuno los tumores son mas agresivos y mortales [6]. En
algunas partes de Africa, el linfoma de Burkitt es el responsable de casi todos los
casos de linfoma no Hodgkin infantil y de mas de la mitad de todos los canceres
infantiles. Por razones desconocidas, los nifios africanos generalmente desarrollan
este linfoma en la mandibula o en otros huesos faciales. En otras partes del
mundo, incluyendo a los Estados Unidos, el linfoma no Hodgkin tipo Burkitt se
origina casi siempre en el abdomen, esto puede causar dolor, ndusea y vomito.
Algunas veces, este linfoma también puede originarse en el cuello o en las
amigdalas y pocas veces en otras partes del cuerpo. Este linfoma se origina de los

linfocitos B y es uno de los canceres que crece con mayor rapidez. Se puede



propagar a otros érganos, incluyendo la superficie del cerebro o dentro de este,

debido a esto tiene que ser diagnosticado y tratado rapidamente [7].

2.2.3 Linfomas de células grandes

Estos linfomas se originan de formas mé&s maduras de células T o B casi en
cualquier parte del cuerpo. No es comun que se propague a la médula 6sea ni al
cerebro, no es de crecimiento rapido como otros linfomas en nifios. Hay dos
subtipos principales de linfoma de células grandes: a) Linfoma anaplasico de
células grandes. Este tipo de linfoma representa alrededor del 10% de todos los
linfomas no Hodgkin en nifios. Por lo general, se origina de células T maduras,
puede iniciar en los ganglios linfaticos del cuello o en otras areas, y se puede
encontrar en la piel, los pulmones, los huesos u otros érganos. b) Linfoma difuso
de células B grandes. Este linfoma representa alrededor del 15% de los linfomas
en niflos. Se origina en las células B, como lo implica el nombre [7]. Los linfomas
no Hodgkin de células grandes difusos, ocupan el tercer lugar en frecuencia en los
pacientes pediatricos, no tienen preferencia por edad o sexo, pueden ser
inicialmente ganglionares o extra ganglionares y su localizacion es variada [6].
Estos linfomas frecuentemente crecen como masas grandes en el mediastino (el
espacio entre los pulmones) y en estos casos se les llama linfomas primarios
mediastinicos de células B. Algunas veces también se encuentran en el tejido
linfatico del cuello, del abdomen o en los huesos.

El tratamiento es el mismo para los diferentes tipos de linfomas de células
grandes, aunque la tasa de curacion tiende a ser un poco mas baja para el tipo

anaplasico [7].



2.3 Fisiopatologia del Linfoma no Hodgkin

Los LNH se originan en el sistema linfatico y habitualmente se diseminan por todo
el organismo. Se caracteriza por la proliferacién clonal de precursores linfoides
inmaduros que pierden la capacidad de diferenciarse y presentan al igual que las
leucemias, alteraciones cromosdmicas caracteristicas que sirven como apoyo
diagnostico. En un sentido literal, todas las neoplasias linforreticulares solidas,
diferentes de los LH se consideran LNH y morfol6gicamente estos tumores estan
formados total o casi totalmente por células neoplésicas. Los LNH representan un
grupo muy heterogéneo de proliferaciones malignas que responden a diferentes
mecanismos fisiopatoldgicos y en gran parte a esto se deben las numerosas
clasificaciones que existen [9]. Algunos de estos linfomas son de desarrollo lento,
mientras que otros se diseminan rapidamente. Las causas por las que los nifios
desarrollan cancer no estd claramente definida, salvo para algunas condiciones
como la exposicion a niveles altos de radiacion. Las infecciones en algunos casos
son la unica explicaciéon probable para el desarrollo de cancer, como el virus de
Epstein Barr (EB) y el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) ambos
implicados en el desarrollo de varios tipos de cancer, dentro de ellos el LNH [2].
En algunos casos de los diferentes subtipos de LNH, presentan alteraciones
histoldgicas, inmunolégicas y genéticas que los caracterizan en la Tabla Il se

resumen algunas de estas caracteristicas [7].



Tabla Il. Caracteristicas de las tres categorias mayores de LNH en la infancia

Histologla Genélica Biologla molecular

Tomado de Pineda [7]

10



2.3.1. Proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK)

Algunas de las moléculas mas importantes implicadas en el desarrollo del cancer
son las MAPK (ERK, JNK y MAPK p38), por lo que se han convertido en blanco de
investigacién relacionandolas con esta y otras enfermedades humanas [10].

Las proteinas cinasas activadas por mitégeno (MAPK) son una familia de serina-
treonina cinasas que deciden el destino de procesos celulares tan importantes
como el crecimiento celular, proliferacion, diferenciacion y muerte en respuesta a
diversos estimulos [8]. Los miembros de la familia MAPK, los mitdgenos y factores
de crecimiento frecuentemente activan la ruta ERK1/2, mientras que el estrés y los
procesos inflamatorios constituyen los principales desencadenantes de la cascada
de JNK y p38, algunas veces referidas como “proteinas cinasas activadas por
estrés”. Por tanto, median respuestas a choques osmaticos, citocinas inflamatorias
y otras agresiones frecuentemente asociadas con decisiones de supervivencia y
apoptosis [11].

Las cascadas de sefalizacion de las MAPK se organizan en modulos individuales,
que se inician por estimulos extracelulares a través de distintos receptores. La
activacion de una MAPK se consigue a través de una cascada de sefalizacion la
cual inicia en la membrana celular, que posteriormente activan a la MAP3K y
posteriormente a la MAPK2. Esto se traduce en una fosforilacion dual de las
MAPK en un dominio de tres aminoacidos conservado, Thr-X-Tyr, y en un
incremento en la actividad catalitica de la MAPK. Las MAPK fosforilan residuos de
Ser/Thr seguidos por una prolina de sustratos nucleares y citosoélicos que incluyen
importantes factores de transcripcion y diferentes proteinas efectoras. Esta

activacion impacta directamente en el programa genético celular o el control de

11



decisiones de proliferacion como es el caso del médulo ERK, sobre la apoptosis 0
la diferenciacion, asi como en las rutas de JNK y p38 y sobre otras funciones
citosolicas que incluyen migracion celular, hipertrofia, transduccién sensorial,

respuestas metabdlicas entre otras [12].

2.3.2. Estructura y funcién de p38 MAPK

La familia p38 (también conocida como SAPK2) estd compuesta por 4 isoformas,
que son similares en tamafio (262-364 aminoacidos) poseen entre un 60-75% de
homologia entre ellos [13]. Las isoformas MAPK p38-a (SAPK2A) y MAPK p38-
(SAPK2B) son los componentes mayoritarios y se expresan en todos los tejidos de
una forma ubicua en el caso de los modelos murinos [14], [15]. La isoforma MAPK
p38-y (SAPK3/ERKG) de expresion preferente en masculo y por dltimo, la isoforma
MAPK p38-0 (SAPK4) se expresa mayoritariamente en pulmon vy rifién [16], [17].
En el caso de la especie humana, aunque el patrén de expresion de las diferentes
isoformas varia dependiendo del tejido en el que se encuentren, la expresion de
las isoformas a, B son ubicuas mientras que la expresion de la isoforma y se
presenta en musculo esquelético, corazon, pulmon, timo y testiculo. Por ultimo la
expresion de la isoforma & se expresa en pulmén, pancreas, intestino delgado,
rifién, testiculo y epidermis [18], [19].

Todas las isoformas son activadas en respuesta a estimulos de estrés
extracelulares, como son el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), interleucina-1
(IL-1), radiacion UV y choque osmatico. La proteina p38 es activada por MAPKK,
que incluyen MKK3, MKK6 y JNKK1 que fosforilan con especificidad dual los

motivos TGY (residuos de treonina 180 y tirosina 182). Las moléculas efectoras de

12



la familia p38 incluyen factores de transcripcion (ATF-2, Elk-1, CHOP/Gadd15),
Max, MEF2C) y enzimas (MAPKAP cinasa). La ruta MAP3K de p38 puede incluir
Takl, Askl, y MLK. La ruta p38 juega un papel importante en apoptosis. Se ha
demostrado que muchas sefiales apoptéticas estimulan la actividad de p38 y que
esta activacion se correlaciona con la induccion de apoptosis en varios tipos
celulares [11], [20].

La isoforma p38a es la mas caracterizada y se expresa en la mayoria de los tipos
celulares. MAPK p38 regula la expresion de muchas citocinas y tiene un papel
importante en la activacion de la respuesta inmune. MAPK p38 se activa por
muchos otros estimulos, incluidas citocinas, hormonas, ligandos para receptores
acoplados a proteinas G y participa en procesos de choque osmotico y choque
térmico. La MAPK p38 es clave en la regulacién de la expresién de citocinas
inflamatorias y parece estar involucrado en enfermedades humanas como el asma

y autoinmunidad [21].

2.3.3. MAPK p38y su relacion con cancer

Estudios recientes muestran que la activacion de MAPK p38 es necesaria para la
muerte de las células cancerosas iniciada por diversos agentes anti-tumorales. Por
ejemplo, los retinoides como el acido 13-cisretinoico o los transretionicos, inician la
apoptosis en lineas celulares de meduloblastoma mediante la fosforilacion de
MAPK p38 a través de la induccion de la proteina morfogenética de hueso 2
(BMP2). La activacion de MAPK p38 en diversas lineas celulares tumorales se
presenta después del tratamiento con cisplatino y la doxorubicina (un agente

intercalante del ADN), ambos farmacos quimioterapéuticos [22], [23].
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Por otro lado, el incremento de MAPK p38 es responsable de la quimioresistencia
en células de cancer gastrico [24]. Se sabe que MAPK p38 juega un papel
importante en la resistencia a 5-fluorouracilo en células de cancer de colon [25]. El
anticuerpo monoclonal humanizado llamado Rituximab, el cual es empleado como
tratamiento de linfoma en adultos con muy buenos resultados, inhibe la actividad
de MAPK p38 en la linea celular de LNH 2F7, lo cual induce una disminucioén de la
transcripcion de I1L-10 [26]. También se sabe que la inhibicion de la via MAPK p38
induce la apoptosis e impide la reactivacion del virus de Epstein Barr en la linea
celular de LNH Raji tratada con compuestos inductores del ciclo litico [27]. Por
otro lado se ha reportado que p38 y MAPK p-p38 se encuentran sobreexpresadas
en lineas celulares de linfoma comparadas con linfocitos de sangre periférica.
Ademas, se sabe que IL-4 aumenta los niveles de expresion de diferentes
isoformas de p38 en lineas celulares derivadas de linfoma difuso de células B. En
el mismo estudio demostraron la sobreexpresion de p-p38 en biopsias de
pacientes adultos con LNH de células B, analizadas mediante inmunohistoquimica
[28]. Asi mismo, se ha demostrado que MAPK p38 induce una gran variedad de
efectos bioldgicos en cultivo de células en respuesta a una amplia gama de
estimulos. Estos efectos dependen no sélo de los estimulos, sino también del
contexto celular, resultando en una desconcertante variedad de posibilidades, tal
como se ha reportado, MAPK p38 induce apoptosis en algunas células, pero evita
la apoptosis en otras [29].

Dado que la mayoria de los estudios acerca de la participacion de p38 y p38
fosforilado (p-p38) se basan sélo en estudios en modelos in vitro es importante

evaluar estos resultados en muestras de pacientes (in situ). Ademas, los hallazgos
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de expresion de estas proteinas se ha evaluado s6lo en LNH en adultos y
considerando que la fisiopatogénesis del LNH es diferente en adulto que en nifios,
consideramos muy importante evaluar la expresion de p38 y su forma activa p-p38

en tejido obtenido de biopsias de pacientes pediatricos con LNH.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El LNH se encuentra dentro de las primeras tres neoplasias malignas pediatricas
en México y en el mundo. Se sabe que la desregulacion de la via MAPK se
encuentra involucrada en numerosos tipos cancer humano. Ademas, se ha
demostrado que MAPK p38 juega un papel importante en el desarrollo de diversos
tipos de cancer asi como en la sobrevida de las lineas celulares de LNH. Por lo
anterior es razonable pensar que la via de sefializacion MAPK p38 puede tener
una expresion diferencial en los diferentes subtipos histolégicos de pacientes
pediatricos con LNH, lo cual sugeriria que participa en la fisiopatogénesis de esta

enfermedad.

3.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Como se encuentra la expresion de la proteina MAPK p38 y p-p38 en los

diferentes subtipos histol6gicos de LNH?
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4. HIPOTESIS

La presencia elevada de la proteina MAPK p38 y su forma activa fosforilada se
asociaria de manera directa con los tipos histologicos de peor pronéstico de LNH

en pacientes pediatricos.

5. OBJETIVO GENERAL
Evaluar los niveles de expresion de MAPK p38 y p38 fosforilado en un
microarreglo de tejido de pacientes pediatricos con LNH y su asociacion con los

diferentes subtipos histoldgicos.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Analizar la expresién de MAPK p38 y p-p38 en lineas celulares de LNH

* Analizar la expresion de MAPK p38 y p-p38 en tejidos de biopsias de

pacientes pediatricos con LNH

» Construir un microarreglo de tejidos de biopsias de pacientes pediatricos

con LNH

* Analizar la expresion de MAPK p38 y p-p38 en el microarreglo de tejidos de

biopsias de pacientes pediatricos con LNH

« Evaluar los niveles de expresion de MAPK p38 y p-p38 en el microarreglo
de tejidos mediante el empleo de patologia digital. Asi como su asociacion

con los diferentes subtipos histologicos de LNH
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Lugar donde se desarrollé el proyecto. El estudio se realizé en el Hospital
Infantil de México, Federico Gomez, en la Unidad de Investigacion en

Enfermedades Oncoldgicas.

6.2 Criterios de inclusion. Se incluy6 toda aquella biopsia incluida en parafina
que para el diagnoéstico haya sido enviada al Departamento de Anatomia
Patologica y provenga de pacientes pediatricos con LNH que se sometieron a un
tratamiento estandar en el periodo del 2000 al 2008, que acudieron al Servicio de
Oncologia, menores de 18 afios y de ambos sexos. Todas aquellas biopsias de
pacientes con diagndstico conocido de LNH de cualquier tipo histolégico no
clasificado con inmunohistoquimica y que se encuentre sin respuesta al manejo
establecido, con progresion de la enfermedad o en recaida de la misma. Que no
tengan enfermedad terminal (insuficiencia renal crénica, etc.) ni infeccién severa

(sepsis, encefalitis, etc.).

6.2.1 Criterios de exclusion. Se excluyeron todas aquellas biopsias de pacientes
pediatricos con LNH que hayan presentado complicaciones renales
independientes de la enfermedad linfomatosa. Que no hallan tolerado el
tratamiento de acuerdo a la toxicidad grado IV y V, o0 que presentaron reacciones

alérgicas a cualquiera de los medicamentos incluidos en el esquema de
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tratamiento. Asi como biopsias de pacientes con infecciones severas o cardiopatia

isquémica.

6.2.2 Cultivo celular. 2F7 es una linea celular de linfoma CD20 positivo. Fue
aislada a partir de una biopsia del ganglio linfatico de un paciente con SIDA
(actualmente no disponible en el ATCC). La linea celular Raji fue establecida por
R.J.V Pulvertaft en 1963 de un linfoma de Burkitt del maxilar superior izquierdo de
un nifo de raza negra de 11 aflos de edad. Es EBV positiva (actualmente
disponible en el ATCC). Estas lineas fueron proporcionadas por el Dr. Mario |
Vega (Unidad de Investigaciéon Médica en Oncologia, CMN SXXI, IMSS México).
Las células fueron cultivadas en RPMI 1640 Advanced (Gibco®) suplementado
con un 10% de suero fetal bovino, inactivado por calor (Mediatech, Cellgro. Va,

Ak.). Todas las células fueron cultivadas en 5% de CO, a 37°C.

6.3 Anticuerpos. Los anticuerpos utilizados fueron adquiridos de Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA. USA) para p38 se us6 el anticuerpo policlonal p38
a/B (sc-7149) a una concentracion 0.4 ug/ml. Mientras que para p-p38 se utilizo el
anticuerpo monoclonal p-p38 (D-8): sc-7973 a una concentracion 0.26 pg/ml

ambos anticuerpos se diluyeron en suero fetal bovino al 2%

6.4 Tincion de hematoxilina-eosina (H/E). En los portaobjetos con grenetina
bacteriologica se montaron los cortes del tejido para la tincion de rutina H/E. Las
laminillas se desparafinaron en un horno a 60° C e hidrataron sumergiéndolas en

xilol 3 veces por 8 min, etanol absoluto 2 veces, etanol 90%, etanol 70% y agua
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destilada por 5 min. Posteriormente, el tejido se tifi6 con Hematoxilina de Harris,
se retiré el exceso con Alcohol-HCI al 0.5%, se enjuag6 con agua corriente y el
color vir6 con agua amoniacal al 0.5%. Se enjuagd con agua corriente y
posteriormente se retird el exceso de agua con etanol 50%. Después el tejido fue
contratefiido con eosina, finalmente deshidratado en alcohol a concentraciones
crecientes y xileno e inmediatamente cubiertos con resina sintética. Las muestras

se analizaron mediante microscopia de luz convencional.

6.5 Microarreglo de tejidos. Una de las herramientas de analisis global
recientemente utilizada para la validacion de la expresion, tanto de &cidos
nucleicos como de proteinas, de manera in situ, son los arreglos de tejido. Estos,
permiten validar posibles marcadores tumorales en forma masiva, debido a que se
puede analizar un gran nimero de muestras clinicas bajo las mismas condiciones
experimentales de manera paralela, o que representa un gran ahorro de tiempo y
recursos.

Para la construccién del arreglo de tejidos se procedi6 de la siguiente manera. De
cada bloque de parafina con tejidos diferentes se hicieron cortes de 5 um para la
tincion de hematoxilina y eosina con el fin de identificar la regidn de interés. Es
decir, una regidén que contuviera exactamente la lesién que se pretendia analizar.
Posteriormente, se procedi6 a la construccion del arreglo utilizando el
CHEMICON's Advanced Tissue Arrayer (ATA 100 Chemicon). Brevemente:
Mediante una aguja calibre 0.5 mm se extrajeron cilindros de parafina de 3 mm de

altura de un bloque de parafina de 2.5 X 2.5 cm “en blanco”, delimitandose una
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matriz de 5 x 5 elementos. Una vez elaborada la matriz, se utiliz6 una aguja de
calibre 0.4 mm para obtener cilindros de tejido de cada una de las muestras de
tejido montadas en parafina (bloque donador), se tomd como guia el corte tefido
con hematoxilina y eosina. Cada uno de estos cilindros que contenia el tejido, se
implantaron en el blogue en blanco que ya habia sido previamente perforado
(bloque receptor) y una vez completada la matriz de 360 tejidos (cada tejido por
triplicado), se impregnd una pequefia cantidad de parafina liquida sobre el arreglo
para igualar la altura de los cilindros. Posteriormente, el arreglo se calenté en un
horno a 60° C por 15 minutos para homogeneizar la parafina de los cilindros
inyectados con la del bloque en blanco y evitar que quedasen huecos entre los
cilindros de las muestras y el blogue aceptor, los cuales pudieran causar
problemas al momento de cortarlos. Finalmente el arreglo se enfrié durante 5

minutos en hielo y se obtuvieron cortes de 5 um con un microtomo rotatorio.

6.6 Inmunohistoquimica. Se realizaron cortes del bloque del microarreglo en un
micrétomo entre 3-5 p de grosor. Se realizaron en secciones seriadas del
microarreglo de tejido, embebido en parafina, se montaron en laminillas especiales
con pegamento (Instrumedics, Inc). Las secciones del tejido fueron desparafinadas
en un horno de calentamiento a 62°C por 35 min, posteriormente el tejido se
hidrato sumergiéndolo en xilol 3 veces por 8 min, etanol absoluto 2 veces, etanol
90%, etanol 70% y agua destilada por 5 min para posteriormente realizar la
recuperacion de antigeno utilizando citrato de sodio (0.01 M pH 6.0) en bafio

maria a ebullicién por 25 min, se eliminé la actividad de la peroxidasa enddgena
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con metanol y peréxido de hidrégeno (3% por 25 min). Se bloqued con Albumina
Sérica Bovina (BSA) al 1% en PBS por 60-180 min y las secciones se incubaron
toda la noche a temperatura ambiente con los anticuerpos a una dilucion de
1:1000 en PBS-BSA. Después se lavaron las secciones de tejido. Se incubaron
con el segundo anticuerpo y después la Streptavidina-peroxidasa, luego se
revelaron con Diaminobenzidina (DAB) (2-7 min) se detuvo la reacciéon con agua
de la llave y se contratifid con hematoxilina, posteriormente se deshidraté con
agua destilada, etanol 70%, etanol 90%, etanol absoluto (2 veces) y xilol 5 minutos
(3 veces) en cada uno el tejido se preservd con un medio de montaje. Se secé a

temperatura ambiente.

6.7 Analisis de las muestras. Las laminillas fueron analizadas en un equipo de
Patologia Digital Aperio (Vista, C.A USA). Modelo ScanScope CS con capacidad

de analisis de 5 laminillas cada 30 minutos y con objetivo de inmersion.

6.8 Procesamiento de los datos. Se elaboré una base de datos y la informacién
se proceso utilizando el programa Prisma para Windows version. 5.03. Se llevo a
cabo la estadistica descriptiva de los datos generales de los pacientes. Los datos
se presentan mediante medias aritméticas y desviacion estandar. Cuando los
coeficientes de variacion fueron mayores al 20% se presentaron las medianas y
los cuartiles. Se utilizaron pruebas paramétricas para establecer si existian
diferencias de la proporciébn de células. Una p menor o igual a 0.05 fue

considerada como significativa.
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6.9 Aspectos éticos y de bioseguridad. El proyecto implica la manipulacién de
tejido humano. Se siguieron normas de buenas practicas de laboratorio para evitar
riesgos ocupacionales. Los desechos fueron depositados en contenedores rojos.
El estudio esta apegado a las normas del reglamento de la Ley General de Salud
en materia de investigacion de México, asi como a las normas de investigacion del
Hospital Infantil de México, Federico Gémez y se mantuvo la confidencialidad de
los datos aportados por el expediente clinico del paciente y de acuerdo a la norma

de Helsinsky en el ambito internacional para materia de investigacion.
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7. RESULTADOS

7.1 Expresién de p38y p-p38 en lineas celulares

Con el proposito de estandarizar los anticuerpos utilizados para las
inmunotinciones, se procedio a realizar laminillas de las diferentes lineas celulares
(2F7 y Raji) posteriormente mediante la técnica de inmunocitoquimica se evalué la
expresion de p38 y p-p38 empleando anticuerpos especificos para ambas
proteinas a una concentracion de 0.4 pug/ml (dilucion 1:750) y se revelé con DAB.
En la figura 1 se muestra una expresion clara de la proteina p38 (b) a nivel
citoplasmico y p-p38 (d) tanto en citoplasma como en ndcleo en la linea celular
2F7, la cual se observa en coloracion café. El control de isotipo no mostré tincion
(a 'y c¢) lo cual denota especificidad de la tincion. De la misma manera en la figura
2, se muestra una expresion clara de p38 (b) a nivel citoplasmico y p-p38 (d) tanto
en citoplasma como en ndcleo, en la linea celular Raji, aunque en menor cantidad
si se compara con las lineas celulares 2F7. El control de isotipo no mostré tincion

(ay c) lo cual denota especificidad de la tincion.
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Figura 1. Microfotografia representativa de la expresion de p38 y p-p38 en la linea celular
2F7 mediante inmunocitoquimica. Se observa una clara expresion de p38 (b) a nivel
citoplasmico y de p-p38 (d) predominantemente a nivel nuclear y baja expresion a nivel

citoplasmico. El control de isotipo para ambas proteinas (a 'y ¢). Magnificacion 40X
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Figura 2. Microfotografia representativa de la expresion de p38 y p-p38 en la linea celular
Raji mediante inmunocitoquimica. Se observa una clara expresion de p38 (b) a nivel
citoplasmico y de p-p38 (d) predominantemente a nivel nuclear y baja expresion a nivel

citoplasmico. El control de isotipo para ambas proteinas (a 'y ¢). Magnificacién 40X
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7.2 Expresiéon de p38 y p-p38 en biopsias de tejido con LNH de pacientes
pediatricos

Con el propdsito de evaluar si los anticuerpos utilizados para las inmunotinciones,
podian ser empleados también para muestras parafinadas. Empleando la técnica
de inmunohistoquimica se llevd a cabo la evaluacion de la expresion de las
proteinas p38 y p-p38 en biopsias de pacientes diagnosticados con LNH, a una
concentracion de 0.26 pg/ml (dilucién 1:600) y se procedié a revelar con DAB.
Como se muestra en la figura 3, la expresion de p38 (b) se observo a nivel
citoplasmico, mientras que p-p38 (c), se encontrd principalmente a nivel nuclear.
Como se esperaba la tincion para p38 se presentdé en un nuimero mayor de
células, a diferencia de su forma activa p-p38 que se encontré en un ndmero
mucho menor de células, pero con mayor intensidad. El control de isotipo no

mostré tincién (a y c) lo cual denota especificidad de la tincion.
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Figura 3. Microfotografia representativa de la expresion de p38 y p-p38 en biopsias de tejido
con LNH de pacientes pediatricos mediante inmunohistoquimica. Se observa una clara
expresién de p38 (b) a nivel citoplasmico y de p-p38 (d) predominantemente a nivel nuclear y baja
expresion a nivel citoplasmico. El control de isotipo para ambas proteinas (a y ¢). Magnificacion

40X
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7.3 Construccion del microarreglo de tejidos

Después de haber evaluado la correcta funcionalidad de los anticuerpos para
identificar las proteinas de interés. Se llevo a cabo la construccion del microarreglo
de tejidos, a partir de biopsias parafinadas de pacientes pediatricos con LNH, esto
con ayuda de un patélogo experto el cual decidi6 las zonas en el bloque de
parafina de cada paciente, las cuales eran representativas para cada subtipo de
LNH a partir de una tincion de H/E (proceso conocido como punteado). Después
de que las zonas fueron seleccionadas, con ayuda de un histotecnologo experto
en el area, se procedio6 a la construccion del microarreglo de tejidos. En la Tabla Il
se presentan el numero de biopsias y los diferentes subtipos de LNH que se
incluyeron en el microarreglo de tejidos. En la figura 4, se muestra el mapa a partir

del cual se construy6 dicho microarreglo.

Subtipo de linfoma NUumero de Pacientes
Linfoma Linfoblastico 11
Linfoma de Células Grandes 8
Linféma Anaplasico 4
Linfoma de Burkitt 12
Numero total de biopsias 35
Tabla Ill. Biopsias y subtipos de LNH utilizados en la construccion del microarreglo
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Figura 4. Mapa empleado en la construccién del microarreglo de tejidos de pacientes

pediatricos con LNH.
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7.4 Evaluacién de la expresion de p38 y p-p38 en el microarreglo de tejidos
de pacientes pediatricos con LNH

Una vez confirmada la funcionalidad de nuestros anticuerpos en muestras
parafinadas de pacientes pediatricos, se llevo a cabo la evaluacion de la expresion
de las proteinas p38 y p-p38 mediante la técnica de inmunohistoquimica en el
microarreglo de tejidos, dichos anticuerpos se usaron a una concentracion de 0.26
pg/ml - (dilucién 1:600) y del mismo modo se procedio a revelar con DAB. En la
figura 5, se muestra el microarreglo de tejidos que fue utilizado para evaluar la
expresion de la proteina MAPK p38 (a y b). Como ejemplo en la figura se
muestran areas representativas de linfoma de Burkitt (c) y linfoblastico (d). La
proteina antes mencionada se encontrd a nivel citoplasmico de manera diferencial
en ambos subtipos de linfoma, con una expresién mayor en el linfoma linfoblastico
() comparado con el de Burkitt (e). Mientras que en la figura 6, se muestra la
evaluacion de la expresion la proteina MAPK p-p38 y el microarreglo empleado
para esta evaluacion (a y b) del mismo modo como ejemplo, se seleccionaron
areas representativas de linfoma de Burkitt (c) y linfoblastico (d) vy al igual que
para p38, la proteina p-p38 se observé a nivel citoplasmico y siguiendo este
comportamiento se encontré de manera diferencial en ambos subtipos de linfoma,

con una expresion mayor en el linfoma linfoblastico (f) comparado con el de Burkitt

(e).
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Figura 5. Microfotografia representativa de la expresion de p38 en el microarreglo de tejidos
de LNH. Se muestra el microarreglo empleado para evaluar la expresion de la proteina p38 (a y b),
asi como dos aéreas representativas que corresponden al linfoma de Burkitt (¢) y al linfoma
linfoblastico (d), en la parte inferior se encuentra la magnificacion de estas areas Burkitt (e),

linfoblastico (f). El control de isotipo para ambas proteinas (dato no mostrado). Magnificacién 40X.

32



Figura 6. Microfotografia representativa de la expresién de p-p38 en el microarreglo de
tejidos de LNH. Se muestra el microarreglo empleado para evaluar la expresion de la proteina p-
p38 (a y b), asi como dos aéreas representativas que corresponden al linfoma de Burkitt (c) y al
linfoma linfobléstico (d), en la parte inferior se encuentra la magnificacion de estas areas Burkitt (e),
linfoblastico (f). Esta proteina se encuentra expresada primordialmente a nivel nuclear, y en mucho
menor cantidad a nivel citoplasmico. El control de isotipo para ambas proteinas (dato no mostrado).

Magnificacion 40X.
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7.5 Andlisis de la expresion de p38 y MAPK p-p38

Mediante el uso de un equipo automatico Aperio ScanScope CS (San Diego
California, USA), se digitalizé la laminilla del microarreglo de tejidos que
previamente fue inmunotefiida para p-38 y p-p38. En la imagen digitalizada se
llevé a cabo el andlisis cuantitativo mediante patologia digital de la expresion para
cada una de las proteinas, utilizando el programa ImagenScope de Aperio. En
donde se evalla la cantidad de pixeles de la coloracion café en el tejido
inmunotefido que denota expresion de las proteinas, pues utilizamos el sistema
HPR-DAB como revelador de la tincién. Utilizando la media de los valores en
pixeles se elabor6 una base de datos, la cual fue procesada utilizando el programa
Prisma para Windows ver. 5.03. Con estos datos se elaboraron las graficas para la
expresion de p38 (figura 7) y p-p38 (figura 8). Se observdé una expresion
diferencial de MAPK p38 y p-p38 en los diferentes tejidos analizados,
observandose una mayor cantidad de MAPK p38 comparada con su forma activa
p-p38. Se muestra que existen diferencias estadisticamente significativa entre el
subtipo histolégico de LNH de Burkitt (LB) en comparaciéon con el linfoma
anaplasico (LA) y entre el linfoblastico con el anaplasico (LA) (p= 0.0024, ANOVA,
indice de confianza del 95%). Para el caso de p-p38, solo se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre el linfoma linfoblastico (LL) y el

linfoma anaplasico (LA) (p= 0.05, ANOVA, indice de confianza del 95%)
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Figura 7. Analisis de la expresion de MAPK p38. Se muestra los diferentes subtipos histoldgico
de LNH, linfoma de Burkitt (LB), linfoma linfoblastico (LL), linfoma de células grandes (LCG) y
linfoma anaplasico (LA). Donde se puede observar una diferencia significativa de la expresiéon de
esta proteina entre los subtipos LB y LL en comparacion con el subtipo LA (p= 0.0024, ANOVA,

indice de confianza del 95%).
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Figura 8. Andlisis de la expresion de MAPK p-p38. Se muestra los diferentes subtipos
histoldgico de LNH, linfoma de Burkit (LB), linfoma linfoblastico (LL), linfoma de células grandes
(LCG) y linfoma anaplasico (LA). Donde se puede observar que sélo existe diferencia significativa
de la expresion de esta proteina entre el subtipo LL comparado con el subtipo LA (p= 0.05,

ANOVA, indice de confianza del 95%).
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8. DISCUSION

La importancia de la activacion de MAPK en respuesta al tratamiento tumoral y el
desarrollo de resistencia al mismo, han ido aumentando en los uGltimos afios.
Actualmente se considera, que la activacion de MAPK cinasas es uno de los
componentes mayoritarios que deciden el destino celular en respuesta a estos
agentes citotoxicos. Sin embargo, establecer el mecanismo mediante el cual se
lleva a cabo dicha resistencia resulta complicado [8].

La proteina MAPK p38 tiene un papel importante en la decisién del destino celular,
asi mismo en una amplia variedad de respuestas bioldgicas, incluyendo la
regulacion del ciclo celular, apoptosis y la diferenciacion [28]. En algunos sistemas
hematoldgicos, la activacion de MAPK p38 juega un papel clave promoviendo o
inhibiendo el crecimiento hematopoyético y en algunos de estos casos, promueve
la formacion de neoplasias. En el caso de la leucemia mielocitica crénica (una de
las neoplasias hematolégicas mas comunes) se ha demostrado que la ruta de
MAPK p38 juega un papel crucial, pues es esencial para los efectos anti-
leucémicos del IFN-a.

En el caso de los linfomas (otra enfermedad hematolégica), la sobreexpresion de
MAPK p38 en los linfomas de Hodgkin se relaciona con los factores de crecimiento
que promueven la proliferacion celular descontrolada a través de TNF-a [30].

Asi mismo otro hallazgo muy interesante en que Rituximab, (el cual es empleado
como tratamiento de linfoma en adultos) inhibe la actividad de MAPK p38 en la
linea celular de LNH 2F7, lo cual induce una disminucion de la transcripcion de IL-

10 [26] y de manera similar la inhibicién de la via MAPK p38 induce la apoptosis e
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impide la reactivacién del virus de Epstein Barr en la linea celular de LNH Raji [27],
ademas MAPK p38 se encuentra sobreexpresada en biopsias de adultos, esto
evaluado mediante inmunohistoquimica [28]. Sin embargo, no existen datos
publicados que muestren la expresion de MAPK p38 y su forma activa p-p38 en
pacientes pediatricos, lo cual es muy importante, puesto que se sabe que la
fisiopatogénesis del linfoma es diferente en adultos que en nifios.

En el presente estudio se encontré6 que para lineas celulares de linfoma no
Hodgkin 2F7 y Raji existe una sobreexpresion de MAPK p38, lo cual valida la
funcionalidad de nuestros anticuerpos y concuerda con lo que se ha reportado
[26], [27].

Posteriormente se procedio a la estandarizacion de nuestros anticuerpos en una
muestra parafinada de un paciente pediatrico diagnosticado con LNH antes de
proseguir directamente al microarreglo ya que no existen reportes en los que se
empleen estos anticuerpos este tipo de muestras. Nuestros resultados
demostraron que ambos anticuerpos funcionan de manera adecuada en tejido
parafinado (Figura 3).

Una vez confirmada la funcionalidad, se procedié a evaluar la expresion de p38 y
p-p38 en el microarreglo de tejidos, técnica que en los uUltimos afios ha adquirido
una gran importancia debido a que nos permite analizar una gran cantidad de
muestras al mismo tiempo y bajo las mismas condiciones, lo cual elimina el error
interensayo. Los resultados de la inmunotincion en el microarreglo mostraron una
mayor expresion de MAPK p38 con respecto a su forma activa (p-p38), lo cual es
congruente debido a que p38 es una proteina constitutiva y solo una porcion del

total se encuentra activada. Se encontré una expresion diferencial de p38 y p-p38
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en las biopsias de LNH pediatrico. p38 se mostré expresado de manera exclusiva
en el citoplasma, mientras que su forma activa p-p38 se observo primordialmente
en nucleo y en menor proporcion en citoplasma, lo cual es consistente con
estudios donde se evalla la expresion de estas proteinas en tejido, estos
hallazgos son razonables ya que p38 se encuentra en el citoplasma donde ocurre
Su activacion para posteriormente pueda traslocarse al ndcleo donde ejerce su
accion directa o indirecta sobre sus genes blanco [31].

De manera interesante se encontré que existe una mayor expresion de ambas
formas de la proteina (p38, p-p38) en el subtipo LA, el cual es considerado uno de
los més agresivos LNH pediatricos, el subtipo que presenté también expresion
importante fue LCG, posteriormente LL y el subtipo con menor expresion fue LB, el
cual tiene el mejor prondstico. No se encontraron diferencias significativas entre
los demas subtipos de linfomas empleados en el estudio, lo cual podria deberse al
namero de muestras, por lo que es necesario realizar otro estudio con mayor
namero de muestras en donde se aumentaria la posibilidad de encontrar
diferencias significativas. Estos resultados son consistentes con lo reportado
acerca de la relacion de la sobreexpresion de MAPK p38 y la expresion de TNF-a
en los LH. Ademas con lo reportado acerca de que MAPK p38 puede desempefiar
un papel en la activacion de los factores de crecimiento que promuevan la
proliferacion de células malignas en lineas celulares de LNH y con la expresion
aberrante de c-Jun y JunB, cascada abajo de MAPK p38, lo que ha sugerido que
participan en la proliferacion de este tipo de células.

Es importante mencionar que el anticuerpo que reconoce p38 empleado en este

estudio, solo reconoce las isoformas a y B (dos de las cuatro isoformas de p38),
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por lo que seria muy interesante evaluar especificamente cual de las cuatro
isoformas esta mayormente involucrada en el desarrollo del LNH pediatrico.

Se sabe que las isoformas (a y B) se encuentran sobreexpresadas en tejido de
pacientes con cancer de colon [32]. Por otro lado, en lineas celulares derivadas de
linfoma difuso de células B, mediante estudios de RT-PCR se encontr6 una mayor
expresion de las isoformas, B, y y & pero no de la isoforma a, sin embargo es
importante resaltar que la técnica de RT-PCR nos indica el nivel de RNA
mensajero no de proteina y por lo tanto, no se puede saber mediante esta técnica
Si estas isoformas se encuentran fosforiladas, es decir activas.

En resumen en este estudio se muestra por primera vez que existe una asociacion
directa entre la expresion de la proteina p38 y p-p38 con los subtipos histolégicos
de LNH pediatrico considerados de peor prondstico. Lo cual sugiere que la
proteina MAPK p38 participa de manera importante en la fisiopatogénesis de esta

enfermedad.
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9. CONCLUSION

Se comprobé la funcionalidad de nuestros anticuerpos mediante el analisis
de la expresion de p38 (a y B) y p-p38 en las lineas celulares y tejido

parafinado de LNH.

Se encontrd una mayor expresion de las isoformas a y B de p38 comparada

con su forma activa p-p38 en biopsias de pacientes pediatricos con LNH.

Se encontrd una asociacion directa entre el nivel expresion de MAPK p38 (a
y B) y p-p38 con los subtipos histologicos de LNH de peor prondstico

(linfoma anaplasico).
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10. PERSPECTIVAS

-Construir un microarreglo de tejidos con mayor nimero de muestra de pacientes

pediatricos con LNH, que tenga una mayor cantidad de datos clinicos.

- Correlacionar la expresion de p38 y p-p38 en el microarreglo de tejidos y realizar
las correlaciones de la expresion con subtipo histolégico, mortalidad, falla al

tratamiento, recaida, etc.

- Correlacionar la expresion de las diferentes isoformas de p38 en el microarreglo
de tejidos y realizar las correlaciones de la expresion con subtipo histologico,

mortalidad, falla al tratamiento, recaida, etc.
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