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RESUMEN.

La leucemia es un tipo de cancer que inicia en la médula 6sea caracterizado
por la proliferacion descontrolada, supervivencia y diferenciacion truncada
del precursor linfocitico o mielocitico. Existen cuatro subgrupos: leucemia
linfoblastica cronica (LCM), leucemia mieloblastica aguda (LMA), leucemia
mieloblastica cronica (LMC) y leucemia linfoblastica aguda (LLA). Alrededor

del mundo y en México la LLA es el cancer infantil mas comun.

Debido a la naturaleza de los linfocitos, la LLA muestra dos subtipos: LLA de
células B (LLA-B) y LLA de células y el T (LLA-T). De todos los casos que se
diagnostican cada afio en los Estados Unidos, entre el 80 y el 85%
corresponde a LLA-B, y el resto al tipo T. La mayoria de los pacientes
pediatricos con LLA-B muestran una supervivencia media de solo 60 meses.
Puesto que la recurrencia de la enfermedad es alta y existe una pobre
respuesta al tratamiento por parte de algunos pacientes, es importante la
identificaciobn de nuevas moléculas cuyo uso pueda ayudar a establecer un
diagnostico mas eficiente, de tal manera que sea posible aplicar mejores
esquemas de tratamiento, lo que daria como resultado un mejor manejo del

paciente.

En la célula durante el ciclo celular, se duplica con exactitud el DNA de los
cromosomas para segregar las copias con precision en dos células hijas. El
ciclo celular se divide en cuatro fases secuenciales: G1 (Gapl), S (Sintesis),
G2 (Gap 2) y M (Mitosis). Es regulado mediante un sistema de control
independiente cuyos componentes son las proteinas cinasas dependientes de
ciclina (CDK), cuya actividad depende de la asociacion con subunidades
reguladoras denominadas ciclinas. Los complejos ciclina-CDK involucrados
directamente en el ciclo celular incluyen durante la interfase a CDK2, CDK4 y
CDK®6, en mitosis a CDK1 y 10 ciclinas que pertenecen a cuatro diferentes
clases, ciclinas A, B, Dy E.



Alteraciones en la expresion o actividad de las CDKs, en particular CDK1, son
frecuentemente observadas en varios tipos de tumores solidos como: cancer
de pulmodn, colon y mama. En LMA, se observd la expresion de CDK1 en
nucleo y su correlacion prondstico es favorable. La localizacion subcelular de
CDK1 se vio influenciada por RAR (receptor para acido retinoico) cuando el
tratamiento incluyé acido retinoico. Por otra parte, CDK1 es activado por
ciclinas tipo A, formando especificamente un complejo con ciclina Bl

(CCNB1), en conjunto regulan la transicion a la mitosis.

Adicionalmente, la expresion sostenida de CCNB1 mantiene a CDK1 activa,
promoviendo el arresto mitédtico e induccion a la apoptosis por fosforilacion

de proteinas proapoptoticas (BCL).

Por otra parte, evidencia indica que complejos especificos ciclina-CDK son
modulados por inhibidores, responsables de mantener el estado quiescente
en diferentes poblaciones celulares, importante para mantener Ila
homeostasis de la célula. Se sabe que el inhibidor de cinasa dependiente de
ciclina 3 (CDKN3), se une selectivamente a CDK2 inhibiendo la expresion de
proteinas requeridas para la transicion G1/S. En contra parte, en carcinoma
hepatocelular se ha reportado la sobreexpresion del gen CDKN3, y su

relacion con el prondéstico desfavorable.

Finalmente, durante la fase S la cohesién de las cromatidas hermanas es
mediada por cohesina, y regulada por soronina, en conjunto son esenciales
para la segregacion cromosémica, el reclutamiento de estas dos moléculas
depende de las acetiltransferasas (ESCO 1 y 2), pero principalmente ESCO2,
sugiriendo un papel importante durante la fase S en el mantenimiento de la

estabilidad gendmica.



INTRODUCCION

Cancer

El cancer se define como el conjunto de enfermedades ocasionadas por
cambios en los mecanismos de proliferacion, muerte y diferenciacion celular,
consecuentemente las células afectadas adquieren la capacidad de migrar e

invadir tejidos [56].

El proceso mediante el cual se genera el cancer, se conoce como
carcinogénesis e involucra multiples pasos (iniciacion, promocion,
transformacion y progresiéon). Es ocasionado por modificaciones en
protoncogenes y genes supresores de tumor, que predisponen a la célula a la
adquisicion de alteraciones genéticas, que a su vez ocasionan la obtencion de

un completo estado neoplasico [1,56].

Weinberg y colaboradores proponen que para el desarrollo de cancer, las
células sanas progresan hacia un estado neoplasico adquiriendo
sucesivamente caracteristicas esenciales (hallmarks). Actualmente estan

validados seis hallmarks [1] (Figura 1).

Figura 1. Caracteristicas
esenciales del cancer. 1.
Senales de proliferacion
sostenida, 2. Evasion de los
supresores de crecimiento, 3.
Invasion y metastasis, 4.
Inmortalidad, 5. Induccion de
angiogénesis, 6.Resistencia a
sefales de muerte. Modificada

de Hallmarks of cancer: the

next generation. (2011)




Con base en el sitio de aparicion del tumor la enfermedad se clasifica en [2]:

Carcinoma: se origina en la piel o en los tejidos que revisten los 6rganos

internos.

Sarcoma: en hueso, cartilago, grasa, mudsculo, vasos sanguineos u otro

tejido de sostén.

Linfoma: en células del sistema linfatico.
Mieloma: en células plasmaticas.
Leucemia: en tejido hematopoyético.

Leucemia

La leucemia es un tipo de cancer que ataca a células del sistema
hematopoyético. Principalmente dafa a células en la médula 6sea, pero
también puede afectar el bazo, ganglio linfatico, timo e higado. En la médula
Osea provoca la produccion de gran numero de células sanguineas inmaduras
y su salida hacia el torrente. Se ha propuesto que la enfermedad, se origina
por la alteracion de los mecanismos de crecimiento, diferenciacion,
proliferacién y muerte en células progenitoras (stem cells) hematopoyéticas

(HSC por sus siglas en inglés) [3,8].

El proceso mediante el cual se generan células sanguineas maduras al mismo
ritmo al que se pierden, se conoce como hematopoyesis. Una HSC, posee un
gran potencial de autorenovacion. A lo largo de la vida del organismo, esta
poblacion se encarga de regenerar todos los tipos celulares sanguineos por
diferenciacion a alguna estirpe definida, dicho proceso, causa que el
potencial de desarrollo de estas células quede gradualmente restringido
[3,57].



Factores de transcripcion y remodeladores de la cromatina regulan el
desarrollo hematopoyético en etapas tempranas, antes de la generacion del
progenitor multipotente (MPP por sus siglas en inglés). Su desregulacion esta
implicada en mecanismos genéticos que provocan: a) translocaciones, que
generan la fusibn de genes o0 que desregulan la expresion génica, b)
aberraciones en el niumero de copias de cromosomas 0, ¢) mutaciones en
genes especificos; promoviendo el desarrollo de leucemia de células B o T [3,
57].

Un paso temprano en la hematopoyesis, consiste en el proceso mediante el
cual el MPP queda comprometido hacia el linaje linfoide o mieloide,
resultando en la formacion del progenitor comun linfoide (CLP por sus siglas
en inglés) o el progenitor comun mieloide (CMP por sus siglas en inglés) [3,

57].

Respecto al linaje linfoide, la pérdida de la capacidad de autorrenovacion de
la HSC a largo plazo es acompafada por la expresion del receptor tirosin
cinasa FIt3 (FIk2) en células MPP. Las células MPP FIt3+ se diferencian al
progenitor linfocitico temprano (ELP por sus siglas en inglés), que
experimentard rearreglos en el locus de la cadena pesada de
inmunoglobulina. El ELP probablemente da lugar al ya identificado progenitor
del linaje T (ETP por sus siglas en inglés) en el timo, y al CLP en la médula
Osea, que puede diferenciarse a cuatro distintos tipos celulares: células B,
células T, células Natural Killer (NK por sus siglas en inglés) y células
dendriticas (DC). La subsecuente expresion del marcador de células B, B220,
coincide con la diferenciacion a células CLP-2, que entran a la via de
diferenciacion de células B bajo la induccion de la expresion de CD19, en la
etapa de célula pro-B, que posteriormente se convertira en célula pre B. El
rearreglo exitoso de genes de la cadena ligera de inmunoglobulina, lleva al

surgimiento de células B inmaduras, que migraran de la médula 6sea a los



organos linfoides periféricos, para de esta forma madurar [3, 57] (Figura 2).
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Figura 2. Control transcripcional del desarrollo de la célula B
inmadura. Representacion de los diferentes estadios por los que atraviesa
una HSC hasta convertirse en célula inmadura B, ademéas muestra el perfil
de expresion de algunos genes relevantes para el desarrollo y diferenciacion
de estas células. Modificada de Transcripcional control of early B cell

development, Busslinger (2004).

La leucemia puede ser crdnica o aguda, la primera se caracteriza por la
expansion de las clonas hematopoyéticas de forma masiva conservando su
habilidad para diferenciarse, y la aguda por la pérdida de la habilidad para

diferenciarse por parte de las clonas hematopoyéticas [54,55].

De acuerdo a lo anterior, se conocen cuatro subclases: Leucemia Linfocitica
Aguda (LLA), Leucemia Linfocitica Cronica (LLC), Leucemia Mielocitica Aguda

(LMA) y Leucemia Mielocitica Croénica (LMC) [3]. La Leucemia Linfocitica

Aguda (LLA) es el cancer infantii mas comun alrededor del mundo y en

México [2,4].




Leucemia Linfocitica Aguda (LLA).

eEpidemiologia.

Multiples reportes realizados en Canada, Estados Unidos y el Reino Unido
indican que en nifilos menores de 15 afos la incidencia de LLA se encuentra
entre los 20 y los 35 casos por millébn. En contraste, en México Pérez-
Saldivar y colaboradores realizaron un estudio recopilando datos de
pacientes pediatricos con leucemia atendidos en 13 hospitales, tanto del
sector publico como privado (entre ellos el Instituto Nacional de Pediatria
(INP)) en el Distrito Federal. Este muestra que la incidencia de LLA es de
49,5 casos por millon, revelando que la incidencia de este tipo de leucemia

en México es elevada respecto a lo que ocurre en otros paises [4].

La LLA afecta principalmente a nifios entre el primer y cuarto afio de edad,
no obstante, infantes entre los 10 y 14 afios también son susceptibles e

incluso son considerados de alto riesgo para la recaida [4].

Por la naturaleza de los linfocitos, la LLA muestra dos subtipos: LLA de
células B y LLA de células T, dentro de la LLA de células B destaca la LLA de
células precursoras tipo B (LLA de células pre B). Numerosos reportes
coinciden que la LLA de células pre B presenta mayor incidencia [4], esta se
manifiesta generalmente durante el primer y el sexto afo y, entre los 9y 10
afos de edad. Respecto a la LLA de células T aunque es menos comun,

puede presentarse durante el primer y cuarto afo [4] (Figura 3).

Ademas, es importante destacar que la incidencia es mayor en nifios que en
nifas, e incluso se ha llegado a considerar el género como un factor

pronadstico [7]
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Figura 3. Incidencia de leucemia por edades en nifios de la
Ciudad de México entre los ainos 2006 y 2007. La incidencia es
mayor para la LLA destacando la LLA de células pre B segun lo
muestra la grafica. La LMA presenta elevada incidencia alrededor de
los 10 u 11 afos de edad, sin embargo este tipo de leucemia en mas

frecuente durante la edad adulta. Modificada de Childhood acute

leukemias are frequent in Mexico City: descriptive epidemiology,
Pérez-Saldivar (2011).




eBases genéticas de LLA.

Las causas de LLA en la gran mayoria de los casos son desconocidas. Un
pequefio porcentaje estd asociado con el sindrome de Down, los nifios con
esta enfermedad tienen entre 15 y 20% mayor probabilidad de desarrollar
leucemia, ademas se ha reportado que la susceptibilidad de estos infantes
aumenta cuando son expuestos a campos magnéticos =6 mG. También,
existe predisposicion al desarrollo de LLA en pacientes con sindromes que
involucran inestabilidad gendmica, como Ataxia telangiectasia o sindrome de

Bloom [3, 8, 9].

Ademas, se sospecha que en el desarrollo de leucemia estan involucrados
eventos in utero, pues existen multiples estudios que concuerdan con esta
teoria, por ejemplo: el analisis molecular de muestras sanguineas neonatales
almacenadas, conocidas como cartas Guthrie, en las que de 1/100 a 1/1000
nacimientos presentan translocaciones pre leucémicas. Aunado a lo anterior,
se encuentra el hecho de que en algunos pacientes durante el diagnéstico, la
presencia de clonas leucémicas puede ser detectada como una poblacidon
hematopoyética menor durante el nacimiento, no obstante, el alcance de

esta asociacion que implica susceptibilidad genética aun es ambiguo [3, 8].

Las caracteristicas genéticas asociadas a LLA incluyen: translocaciones,
aneuploidias y mutaciones en genes especificos que generan subgrupos
moleculares de LLA de células T o B con diferentes cursos clinicos y diferente

respuesta a la terapia [3].
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eBases genéticas de LLA de células B.

Han sido descritas gran numero de translocaciones para la LLA de células B
con una variada frecuencia. La translocacion mas comun es la t(12;21)
(TEL/AML1) e implica un buen pronéstico, la segunda es la t(1;19)
(PBX1/E2A) que junto con la t(9;22) (ABL/BCR) y la t(4;11)(MLL/AF4) estan

asociadas al mal prondéstico [8] (Ver tabla 1).

Las translocaciones que promueven el desarrollo de este tipo de LLA, a
menudo involucran factores de transcripcion y remodeladores de la
cromatina, que regulan la maduracion normal del linaje B., éstos incluyen
factores que controlan el desarrollo de la HSC, por ejemplo; AML1 (RUNX1)
que controla el surgimiento de la HSC en sitios hemogénicos fetales (por
ejemplo higado fetal); o genes que inician la diferenciacion de la célula hacia
el linaje B como EBF o E2A, y también genes que comprometen a la célula

hacia este linaje, como PAX5 [3].

La translocacion mas conocida es la del gen BCR (Breakpoint Cluster Region)
en el cromosoma 22 con ABL (Abelson) en el cromosoma 9, dando como
resultado el cromosoma Filadelfia, presente en 5% de los nifios con LLA de
células B (Ph+). El oncogen BCR-ABL codifica para dos oncoproteinas de
fusion con distintos pesos moleculares (190 y 210 KDa respectivamente),
aproximadamente el 90% de los nifios con esta translocacion expresan la
p190. Como consecuencia de la fusion, la capacidad de tirosina cinasa de
ABL queda activada constitutivamente, y de esta manera, promueve la
desregulacion de las vias RAS-MAPK 'y PI3K-AKT, dos vias de transduccién de
sefales que controlan la proliferacion, el tamafio y la supervivencia de la

célula [3].



Tabla 1. Translocaciones mas comunes en LLA de células B.

Enfermedad

Translocacion Genes

Caracteristicas

LLA de
células pre
B

LLA de
células pre
B
tempranas

LLA de
células B

t1(9;22)(g34;9q11) ABL-BCR
Cromosoma

Filadelfia

t(1;19)(q23;p13) PBX1 E2A

t(4;11)(g21;923) AF-4
ALL1/MLL/HRX

Dic(9;12)(9p11- Desconocidos
pl12;pl2)

t(5;15)(g31;932) IL-3

IgH(enhancer)
t(11;19)(q23:p13)  ALL1/MLL/HRX
ENL
t(9;11)(p21- AF-9
p22;023) ALL1/MLL/HRX

t(17;19)(g22;p13) HLF E2A

t(12;v)(pl2-pl3;V) TEL o KIP1
t(12;21)(pl12;922) TEL AML1

t(8:14)(q24;932.3) MYC IgH

t1(8;22)(g24;911) MYC IgL

t(2;8)(pl1l-pl2;924)

Pobre prondstico.

Asociado con alto
conteo de células
blancas, requiere
terapia intensiva.
También esta asociado
con LMA.

Predominantemente en
hombres, asociado al
buen pronéstico en
terapia con
antimetabolitos.

Asociado a morfologia
L3, predominante en
hombres, favorable
prondstico con terapia
intensiva corta.

Asociado a morfologia
L3.

Asociado a morfologia
L3.

Modificada de Principles and practice of pediatric oncology, Chapter 19:

Acute Lymphoblastic Leukemia, Fifth edition, 2006. Philip A Pizzo, David G.

Poplack Lippincot. Williams and Wilkins.




Aunado a las translocaciones, existen eventos geneéticos que aparecen
durante la génesis y la progresion de la leucemia, que no son detectables
con los modelos citogenéticos clasicos. Estos incluyen pequefias deleciones,
algunas mutaciones o desregulaciéon epigenética, lo que permite la
inactivaciobn de genes supresores de tumor o activacion de oncogenes.
También estan implicados genes que participan en procesos regulatorios
clave que controlan la proliferacibn hematopoyética (autorrenovacion),
diferenciacion, apoptosis, entre otros [8]. Nuevas y diversas lesiones
moleculares en LLA pediatrica han sido descubiertas y su relevancia clinica

aun se desconoce [10, 11, 12].

ePresentacion clinica y parametros relacionados con el curso del

tratamiento durante la LLA.

Los sintomas del infante con LLA reflejan el grado de infiltracion de las
células leucémicas en Ila médula oO6sea. Los sintomas tipicos son
manifestaciones de la anemia, trombocitopenia y neutropenia asociadas a la
enfermedad, que en conjunto revelan fallas en el proceso hematopoyético.
Se presentan comunmente palidez, fatiga, dolor de huesos, petequia,

sangrado purpura y fiebre [8].

El diagndstico, se hace con base en las manifestaciones clinicas, exploracion
fisica y datos de laboratorio. El diagndstico da certeza, se establece mediante
los hallazgos en médula 6sea, clasificando a la LLA segun los siguientes

aspectos:

Morfoldgico Este estudio esta basado en lo propuesto por el Grupo de
Trabajo en Cooperacion Francés- Americano- Britanico (FAB) y consiste
en aplicar a una laminilla con células de médula 6sea la tincion de

Romanovsky o Giemsa. No esta particularmente relacionado con el

15



inmunofenotipo o la citogenética, sin embargo, los criterios de la FAB
son el primer paso hacia el diagndstico de la mayoria de los pacientes.
Dicho sistema define tres categorias de linfoblastos (L1, L2 y L3)
dependiendo del tamafio, forma del ndcleo, nucléolos y de la cantidad

de citoplasma, principalmente [8].

Inmunitario Se basa en la deteccion de moléculas de membrana
asociadas con los diferentes linajes hematopoyéticos. Actualmente
existen méas de 200 anticuerpos monoclonales diferentes, pero la
eleccion del panel de diagnoéstico depende de la institucion,
generalmente se incluyen anticuerpos contra CD3, CD5 y/o CD7 para el
linaje de células T y CD10 (también llamado antigeno comun ALL o
CALLA) CD19, CD20 y CD22 para el linaje B. El 85% de las leucemias
son del tipo B y con el inmunofenotipo es posible hacer la clasificacion

en: pre B temprana, pre B, pre B transicional y pre B tardia [8].

Genético
Este estudio consta de los siguientes analisis:

Estudio citogenético. Se buscan alteraciones cromosémicas, numeéricas

o estructurales, visibles en el estudio microscopico.

Estudio molecular. ldentifica alteraciones cromosémicas estructurales
especificas que no son detectables en el estudio citogenético. Se realiza
por medio de FISH o RT-PCR.

Indice de DNA. Es un indicador indirecto de la ploidia, se determina por

citometria de flujo y es complementario al estudio citogenético [8].
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eTratamiento.

La LLA es una enfermedad heterogénea, en la que los pacientes se pueden
estratificar en diferentes grupos de riesgo (bajo riesgo, riesgo habitual, alto
riesgo o muy alto riesgo). Basados en los estudios morfolégico, inmunitario y
genético, la terapia es diferencial, puesto que el conocimiento actual sobre la
enfermedad ha mejorado, el enfoque respecto al tratamiento se ha vuelto
mas complejo. Los regimenes de tratamiento actuales dividen la terapia en

cuatro elementos principales [8, 58] (Figura 4).

eInduccidon a la remisidon. Es la fase inicial del tratamiento, el objetivo es
reducir de 100 a 1000 veces la carga leucémica. La remision, se ve reflejada
en la desaparicion clinica de enfermedad detectable, recuperacion
hematoldgica, disminucion de blastos en médula 6ésea (MO) a menos de 5%,
ausencia de blastos en liquido céfaloraquideo (LCR) y un nivel de
enfermedad minima residual detectable por PCR o citometria de flujo menor
a 10™°. Lo anterior, puede lograrse en 98% de los casos, mediante una
combinaciobn de medicamentos en un programa intensivo, durante las
primeras semanas (cuatro), que incluye el uso de quimioterapia intratecal [8,

58].

Segun el protocolo [58], esta fase dura cuatro semanas. La primera semana
incluye una ventana terapéutica con esteroide (prednisona) [13] que sirve
para evaluar la respuesta al medicamento como factor prondstico, y reducir
las complicaciones metabdlicas relacionadas con la carga leucémica que se
presentan al iniciar la quimioterapia. Las siguientes tres semanas se
administra una combinaciéon de vincristina, L-asparaginasa y prednisona. En
esta fase debe de iniciar el tratamiento presintomatico al sistema nervioso

central (SNC), el cual tiene como objetivo reducir el niUmero de recaidas al
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SNC, utilizando diferentes estrategias que incluyen la administracion regional
de quimioterapia (por via intratecal) con hidrocortisona y citarabina, asi

como altas dosis de metotrexato [8, 58].

eConsolidacién. El principal objetivo es intensificar de manera temprana el
tratamiento a sitios santuario (SNC y testiculos) administrando altas dosis de
antimetabolitos en intervalos de una a dos semanas hasta cubrir tres o

cuatro dosis [8,58].

eMantenimiento. El objetivo es eliminar la enfermedad residual que persiste
al final de la induccién y erradicar las células leucémicas. Esta fase debe
contemplar el uso de tratamiento presintomatico al SNC, una fase de
reinduccion y el esquema de continuacion basado en antimetabolitos,
ademas de la administracion de vincristina y dexametasona cada cuatro

semanas [8,58].

eEvaluacion de Ila respuesta al tratamiento. Durante esta fase del
tratamiento, se realiza aspirado de MO cada semana hasta demostrar
remision (dias 0, 7 y 14); en los casos sin remision al dia 14, el paciente

debe recibir un protocolo para leucemia de alto riesgo [8, 58].

En los dias 0 al 7, el paciente recibe una ventana de esteroides, al término se
determina la respuesta al medicamento basado en el numero de blastos en
la biometria hematica. Se considera buena respuesta cuando hay menos de

1000 blastos en sangre periférica [8, 58].
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Ventana de Induccién a la remisién Consolidacién
esteroide
Semanas 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Vincristina: 1.5 mg/m?2 A A A A

L-asparaginasa: 6 000 U/m?2 | ﬁﬂﬁ Eﬂﬂ

Prednisona: 60 mg/m?2 i I

Metotrexato: 2 g/m2 ' 0 ﬂ G ﬁ
Quimioterapia intratecal* v v v v
o
1

|
[
8 21 (14 de induccién)

Dias
Evaluar respuesta a Evaluar respuesta
esteroide en sangre en médula dsea
periférica (Porcentaje de blastos
y EMR**)

Figura 4. Fases de tratamiento durante la LLA en poblacion
pediatrica. La administracion de prednisona (esteroide), es un paso
esencial durante el tratamiento, pues con base en la respuesta del
paciente durante la primera semana, se disefiard el régimen de
tratamiento posterior. El diagrama muestra tanto la dosis correspondiente

a cada medicamento, como las semanas de administracion de los mismos.

Modificada de Protocolos técnicos, INP, Aurora Medina Sansdn (2011).




Cancer y ciclo celular.

Se sabe que la proliferacién descontrolada durante el cAncer es consecuencia
de la activacion err6nea de la maquinaria del ciclo celular, de tal manera que
la célula prolifera en ausencia o presencia de sefiales mitogénicas o
antimitogénicas apropiadas, respectivamente. Esto puede ocurrir como
resultado de la acumulacion de mutaciones en las células tumorales, que

como consecuencia ocasionan inestabilidad gendmica [15].

La proliferacion descontrolada y la inestabilidad gendmica, son los defectos
mas importantes del ciclo celular, pues incrementan la susceptibilidad a la
adquisicion de alteraciones genéticas adicionales, que contribuyen a la

progresion del tumor y adquisicion de fenotipos méas agresivos [16].

Ciclo celular.

En la célula el papel del ciclo celular, es duplicar con exactitud el DNA (fase S
(sintesis)), para después, segregar las copias con precision en dos células

hijas idénticas (fase M (mitosis)) [14].

La mitosis, comienza cuando las cadenas de DNA recién duplicadas, se
compactan en cromosomas, lo cual es necesario para que se puedan separar.
Después, la envoltura nuclear se fragmenta y los cromosomas replicados,
cada uno constituido por un par de cromatidas hermanas, se unen a los
microtubulos del huso mitético. Durante la mitosis, la célula se detiene
brevemente en metafase, cuando los cromosomas estan alineados en el
ecuador del huso mitdtico, preparados para la segregacion. La separacion

subita de las cromatidas hermanas sefala el comienzo de la anafase, durante
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la cual, los cromosomas se trasladan a los polos opuestos del huso mitético,
donde se condensan y se forma nuevamente el ndcleo. A continuacion, la
célula se divide en dos células hijas mediante la division citoplasmatica

(citocinesis)y la division celular finaliza [14].

La mayoria de las células tardan mucho mas tiempo en duplicar su masa de
proteinas y organelos, que en replicar su DNA y dividirse. Por esto, se
intercalan fases de cese que les permite disponer de mas tiempo para
duplicar su masa (la fase G1 entre la fase M y la fase S, y la fase G2 entre la
fase S y la mitosis) [14]. Asi, el ciclo celular se divide en cuatro fases
secuenciales: G1, S, G2 (interfase) y M. Las fases G1 y G2, proporcionan
tiempo para que la célula compruebe el medio interno y externo, para asi
asegurarse de que las condiciones son adecuadas antes de la fase S y de la
mitosis. La duracion de la fase G1, puede variar dependiendo de las
condiciones externas, y de las sefales extracelulares procedentes de otras
células. Si las condiciones extracelulares son desfavorables, las células
retrasan su progresion a través de la fase G1, y pueden entrar en un estado
de reposo especializado Illamado GO (quiescencia). Si las condiciones
extracelulares son favorables y hay sefales para crecer y dividirse, las
células en G1 temprana o GO progresan a través de un punto de
determinacion préximo al final de G1 denominado “punto de restriccién”
(Figura 5). Superando este punto, las células quedan determinadas para

replicar el DNA, incluso aunque desaparezcan las sefales extracelulares que

estimulan el crecimiento y division celular [14].
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Figura 5. Ciclo celular. Segregacion de los cromosomas durante la fase M
hasta la citocinesis en donde el resultado son dos células hijas. Para
después entrar en fase Gl y posteriormente a la fase S en donde se
sintetizara el DNA para asi incorporarse a fase G2 y de nuevo a mitosis.
Modificada de The Biology of Cancer, Garland Science (2007)

Regulacién del ciclo celular.

El proceso de division celular, en cualquier tipo de célula, requiere de un
complejo grupo de controles moleculares, coordinados en parte por las
cinasas dependientes de ciclinas (CDKs). La actividad de las CDKs, requieren
de la unién de subunidades reguladoras conocidas como ciclinas. Las ciclinas
son sintetizadas y degradadas en momentos especificos del ciclo celular, de

esta manera, el proceso esta altamente regulado [16].

Las células humanas, contienen loci que codifican CDKs y ciclinas (loci 13 y
25, respectivamente) [17]. Sin embargo, solo un subgrupo de complejos
ciclina-CDK esta directamente involucrado en el control del ciclo celular;
estos incluyen tres CDKs durante la interfase (CDK2, CDK4 y CDK6), una

CDK mitética (CDK1; también conocida como proteina 2 de control de




division celular (CDC2)) y diez ciclinas que pertenecen a 4 diferentes clases

(ciclinas tipo A, B, Dy E) [16].

B CDK1

(B1 and B2) .
Al inicio del ciclo, las sefnales —
mitogénicas, son censadas por la @
expresion de ciclinas tipo D (D1,

D CDK4/6
D2 y D3), que preferencialmente - ,f\‘
7 pull

se unen y activan a CDK4 y CDK6 A (DC2 punto de (D1,D2, and D3)

restriccion

durante G1 [18]. La activacion de 9

estos complejos, lleva a la
activacion parcial de las proteinas \,\'-__-,/‘/
pocket RB, RBL1 (p107) y RBL2

(p130), para permitir la expresion (E1and E2)
de ciclinas tipo E (EL y E2), que Figura 6. Complejos ciclina-CDK.

se unen y activan a CDK2. Los Participacion de los complejos

complejos CDK2-ciclina E. Cinasa/ciclina y su activacion durante las
fosforilan a las proteinas pocket diferentes etapas del ciclo. Modificada de
7/

llevando a su completa The Biology of Cancer, Garland Science

inactivacion [19] (Figura 6). (2007).

La disponibilidad de las ciclinas E durante el ciclo celular, esta fuertemente
controlada y limitada en etapas tempranas de la sintesis de DNA (etapa S).
Posteriormente CDK2, es activado por la ciclina A2 durante etapas tardias de
la replicacion de DNA, lo que lleva a la transicion de la fase S a mitosis,
periodo conocido como fase G2. Finalmente, CDK1 es activado por ciclinas
tipo A, al final de la interfase, para facilitar la entrada en mitosis. A
continuacién, la envoltura nuclear se rompe y las ciclinas tipo A son
degradadas, facilitando Ila formacion del complejo CDK1-ciclina B,
responsable de dirigir el paso a través de la mitosis [17].
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Lo anterior, evidencia que cada fase del ciclo celular es dirigida por CDKs
especificas, no obstante, se ha revelado que CDK2, CDK4 y CDK6, no son
esenciales para el ciclo celular en la mayoria de los tipos celulares, la pérdida
de estas solo provoca defectos en el desarrollo de tipos -celulares
especializados. En contraste, la eliminacién de la cinasa mitética CDK1 causa

el arresto de ciclo celular en el embriéon [16].

Dentro del ciclo celular, el estado de quiescencia es necesario para prevenir
el agotamiento prematuro, de la habilidad de repoblacion de las células
progenitoras a lo largo de la vida de los individuos. Evidencia indica que,
dicho estado puede estar a cargo de los inhibidores de CDK (CDKIl), que

como su nombre lo indica, tienen la funcibn de modular complejos
especificos ciclina-CDK. Existen reportadas dos familias de inhibidores:
proteinas INK4, que incluye a las INK4A, INK4B, INK4C e INK4D, y la familia
Cip y Kip compuesta por p21, p27 y p57. Algunos estudios muestran que,
estos inhibidores del ciclo celular bloquean la proliferacion de células

progenitoras adultas en multiples tipos de tejidos [16].

Checkpoint mitdtico y Cinasa Dependiente de Ciclina/ Ciclina B1
(CDK1/CCNB1).

Uno de los procesos de regulacion del ciclo celular que controla la
segregacion de los cromosomas durante la mitosis, es el checkpoint mitético,
una compleja cascada de sefializacion, que es esencial para la sobrevivencia

de las células [20].

El checkpoint mitético, promueve el arresto del ciclo celular en la mitosis,
incluso si un Unico cromosoma no ha sido apropiadamente adherido al huso
[21].
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degradacion de ciclina B1 y la que genera sefiales de muerte por activacion
de las caspasas. Se ha demostrado que CDK1/Ciclina B1 son proteinas que
directamente regulan la apoptosis por fosforilacion y a su vez inactivacion de
miembros antiapoptéticos de la familia de proteinas Bcl2 (Bcl-2, Bcl-xL, y
Mcl-1) caspasa 9, caspasa 2 y survivina [24, 25]. Hallazgos sugieren que la
expresion sostenida de ciclina B1 mantiene a CDK1 en estado activo, y asi
manifiesta su papel dual: mantiene el arresto mitético e induce apoptosis por
fosforilacion de BxI-xL y degradacion de Mcl-1. La disminucion de la
expresion de ciclina B1 promueve la inactivacion de CDK1, originando la
salida de mitosis y la proteccién de apoptosis por fosforilacion de Bcl-xL y
mantenimiento de la expresion de Mcl-1. La expresion persistente de ciclina

B1 promueve el arresto mitético y la muerte en mitosis [24].

Por el lado contrario, cuando el APC/C estd activo ejerce actividad
proteolitica, para esto requiere del factor CDC20, unidos reconocen e
interactdan con sus sustratos mitéticos. La ciclina B1 es una de las proteinas
blanco de APC/C para la protedlisis, una vez degradada la ciclina es posible la
entrada en anafase. Este evento es controlado por el checkpoint mitético
[22].

Salida de mitosis e Inhibidor de Cinasa Dependiente de Ciclina 3

(CDKN3).

El Inhibidor de Cinasa Dependiente Ciclina 3 (CDKN3) también llamado KAP;
pertenece a la familia de proteinas fosfatasas duales especificas, fue
identificado como correpresor de proteinas dedos de zinc con dominios de
represion KRAB [26]. Actualmente se sabe que su papel mas importante es

en la regulacion del ciclo celular, por su unién a CDK1 y CDK2 [27].



Una vez que se ha llevado a cabo de manera adecuada el checkpoint
mitético, se disparan un conjunto de sefales que dirigen la salida de mitosis,
proceso que se sabe esta mediado por la degradacion de ciclina B1 que

secuencialmente inactiva a CDK1 [21, 22].

Recientemente se sugiri6 que la actividad residual de CDK1 puede ser
silenciada mediante la desfosforilacion de la treonina (Thr) 161 (la forma
fosforilada activa a CDK1), asegurando la salida apropiada de mitosis.
CDKN3 es una fosfatasa capaz de llevar a cabo la desfosforilacion
eficientemente, contribuyendo a la salida de mitosis. Se ha demostrado la

presencia de CDK1PThr161

en el cinetocoro y en los centrosomas durante la
mitosis temprana lo que sugiere, que la localizaciéon subcelular de CDKN3
cambia a través del ciclo celular. Aunado a lo anterior, se ha observado que
la pérdida de CDKN3 provoca la desregulacion de mitosis, y la generacién de
un numero muy elevado de centrosomas, ademdas hallazgos muestran que

CDKNS3 controla la mitosis a través de la via de sefializacion de CDK1 [28].

Respecto a la interaccibn de CDKN3 y CDK2, la union promueve la
disminuciéon de la capacidad de fosforilar a la proteina de retinoblastoma (Rb)
por parte de CDK2. Rb no fosforilada se une al factor de transcripcion E2F1,
inhibiendo la generacion de proteinas requeridas para la transicion de G1/S
[29].

Otra de las funciones de CDKN3 es como proteina de unién a Mdmz2, una vez
unidos se forma un complejo con p53 éste suprime la actividad de p21

(blanco de p53) y asi se facilita la progresion a través del ciclo celular [30].



Errores en el checkpoint mitotico vy la implicacion de CDK1 y CCNB1

en cancer.

Diversos estudios muestran que defectos en el checkpoint mitético
contribuyen a la tumorigénesis, pues células sanas, tienen un checkpoint
consolidado, para el que uno o mas cinetocoros libres, producen fuertes
sefales que bloquean la actividad de APC/C, y asi se inhibe la progresion
hacia anafase. Esto no ocurre, cuando los componentes del checkpoint estan

mutados o sus concentraciones estan reducidas [21].

La desregulaciéon de la actividad y/o expresion de CDK1l estd bien
documentada para tumores solidos, incluidos: cancer de pulmén, colon y
mama [31, 32].

Respecto a su papel en la leucemia, en pacientes con LMA, altos niveles de
expresion de CDK1 fueron detectados en células leucémicas con delecion del
5q [33]. Ademas, se ha demostrado que la via CDK1/ciclina B1 es activada
de manera defectuosa por el receptor FLT3, que usualmente esta mutado en
LMA, como consecuencia, el complejo CDK1/ciclina B1 inhibe la funcion del
factor promotor hacia la diferenciacién granulocitica C/EBPa. Si se inhibe al
receptor FLT3 o a la CDK1, se puede restaurar la actividad de C/EBPa e
inducir la maduracion mieloide de los blastos leucémicos. De esta manera,
CDK1 se convierte en un interesante blanco, para el tratamiento de la LMA

en pacientes que presentan resistencia a inhibidores de FLT3 [32].

También se ha propuesto, que células con alteraciones en las vias que
involucran CDKs, pueden escapar de sefiales antimitogénicas, inducidas por
medicamentos utilizados durante la quimioterapia. Se ha demostrado que los
niveles de expresion de CDK1 son significativamente altos en pacientes con
LMA. La localizacion subcelular de CDK1l también es relevante, pues
pacientes con altos niveles de CDK1 nuclear, tienden a un pobre prondstico

respecto a los que tienen niveles mas bajos. El mismo estudio mostré que, la
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funcion de CDK1, es requerida por el acido retinoico, para lograr su optimo
efecto en células leucémicas y por primera vez se expuso que RARY
(Receptor para Acido Retinoico) en conjunto con el acido retinoico, regulan
los niveles de CDK1 y su localizacion subcelular, lo que tiene relevancia
clinica en el tratamiento contra la leucemia. De forma general el estudio
revela nuevos mecanismos por los que CDK1 y RARY coordinados con &cido
retinoico, influencian la progresion a través del ciclo celular y la

diferenciacion celular [31].

Los primeros estudios de CDK1 sugirieron que la regulacion de CDK1 no es
solo a nivel transcripcional, pues durante el estudio del ciclo celular en
células linfoides, se observo variacion de los niveles de mRNA vs proteina, lo
que llevo a proponer a la proteina CDK1 como marcador del estado de
proliferacion tumoral [50]. Aunado a lo anterior recientemente, debido al
efecto del terameprocol en CDK1, se incorpor6 a este farmaco en estudios de
fase I, por su efecto inhibidor de Cdc2/CDK1 y AKT, en el tratamiento de
pacientes adultos con leucemias avanzadas. Durante el estudio de
farmacodinamia se vio que dicho medicamento, reduce los niveles de

proteina de CDK1 y AKT [51].

Respecto a la Ciclina B1, se ha demostrado que juega un papel importante
en diferentes tipos de cancer, por ejemplo, durante la metéastasis hacia
ndédulos linfaticos en cancer gastrico (CaG) [34]. Otro estudio sugiere que la
expresion podria ser considerada como un marcador para la forma agresiva
en CaG [35], carcinomas en el es6fago [36], pulmén [37], e higado [38]. En
carcinoma esofagico escamoso, se ha revelado que la elevada expresion de
ciclina B1 atenua el efecto del cisplatino, mientras que su abatimiento
aumenta su sensibilidad [39]. En contraste, otro grupo no encontro
significado estadistico entre la expresion de Ciclina B1 y el prondstico de
pacientes con adenocarcinoma de estOmago y recto [40].

29



CDKN3 vy cancer.

Respecto al papel de CDKN3 en cancer, se reportan diferencias en los niveles
de expresion en diferentes tipos de cancer. Por ejemplo, el gen esta deletado
0 sobre expresado en cancer de mama y prostata respectivamente [41]. En
carcinoma hepatocelular; la expresion elevada de CDKN3 esta relacionada
con pobre diferenciacion del tumor y el avance hacia estadios mas agresivos.
En carcinoma hepatocelular estudios funcionales demuestran que CDKN3
participa en la proliferacion ya que promueve la transicion G1/S, pero no
impacta en la apoptosis o invasion. En consecuencia, se piensa que CDKN3
actia como un oncogen para este tipo de cancer [42]. En tumores
neuroendocrinos gastroenteropancreaticos el incremento en la expresion de
CDKN3 y CCNBL1 se ha asociado con niveles bajos del gen supresor de tumor
ATM, promoviendo proliferacion [43]. En células de neuroblastoma, la
deficiencia de colina esta relacionada con la inhibicion de la proliferacion
celular por hipometilacion de la regién promotora de CDKN3, que actla sobre
la via de unién a CDK2 [44].

En LMC (BCR-ABL) CDKN3 actua como gen supresor de tumor en
tumorigénesis inducida por dicho oncogen. Se observé que niveles altos de
expresion de CDKN3 retrasan la transicion de G1 a S, en células
sensibilizadas a apoptosis inducida por imatinib, e inhibe el crecimiento de
leucemia en ratones desnudos, ademas disminuye significativamente la
transformacion mediada por Bcr-Abl de células FDCP1, que es una linea
celular de leucemia. Ademas se encontré que CDKN3 reduce la supervivencia
de la célula por abatimiento de la expresion de XIAP mediado por CDK2. En
resumen, se propone a CDKN3 como un potencial blanco terapéutico en

leucemias que involucran al oncogen Bcr-Abl [53].
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Acetiltransferasa Establecedora de cohesina 2 (ESC0O2): Funciones
durante fase S y su relaciéon con cancer.

El anillo de cohesina estd formado por un complejo de subunidades
multiproteicas: SMC1A, SMC3, RAD21/SCC1l y SCC3 y juega un papel
importante durante el ciclo celular, al asegurar la correcta transmision del
material genético, ya que participa en la cohesion delas cromatidas
hermanas en la fase S, y de su correcta segregacion a las células hijas

durante la metafase [45, 46] (Figura 8).
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Estudios en levadura, indican que la ligadura con el anillo de cohesina de las
cromatidas hermanas es establecido por la horquilla de replicacion, y
requiere de la actividad de la acetiltransferasa Establecedora de cohesina 1
(Ecol), esencial para la viabilidad de la célula. Genomas de mamiferos
codifican 2 ortélogos de Ecol, ESCOl1 y ESCO2 que consisten en un N-
terminal divergente, seguido por un dedo de zinc C2H2 y un dominio
altamente conservado de acetiltransferasa ECO1/CTF7 [46]. ESCO2 esta
involucrada en el establecimiento de las uniones entre las cromatidas
hermanas durante el ciclo celular [47], y en la acetilacibn de SMC3,
necesaria para la progresion de la horquilla de replicacion [45]. El proceso de
acetilacién, también depende en parte de ESCO1, lo que indica funciones
redundantes, sin embargo, aunque la deficiencia de ESCO2 no causa pérdida
de viabilidad, provoca el Sindrome de Roberts (RBS) (cohesinopatia) pues
muchas de las mutaciones en la proteina ESCO2 introducen codones de paro
prematuros, que resultan en una proteina ESCO2 truncada, acompafada de

la perdida de actividad enzimatica [46].

Sumado a lo anterior se ha observado que lineas celulares de RBS muestran
inestabilidad gendmica, provocando aneuploidia y formacion de
micronucleos, a lo que se le suma poco crecimiento y baja densidad para
cultivos confluentes. Células de pacientes con RBS, manifiestan
caracteristicas anormales en su heterocromatina constitutiva, que se
muestra como la separacién precoz de las crométidas hermanas, e hinchazoén

de regiones peri y para centroméricas de los cromosomas 1, 9y 16 [45].

Respecto a la relacion de la desregulacion de ESCO2 con cancer, en
cohesinopatias como RBS, se ha observado que algunos pacientes tienden a
desarrollar angiomas cavernosos del nervio oculocomotor, melanoma
maligno y rabdomiosarcoma [48], también se encontré6 que ESCO2 esta
desregulado en los melanomas mas agresivos [49].
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Esta claro que el papel de la cohesina y de sus reguladores como ESCO2, no
esta limitado a mantener a las cromatidas hermanas juntas y a asegurar la
correcta segregacion cromosomica. Actualmente, se sabe que la cohesina y
sus reguladores positivos y negativos son esenciales para la regulacion de la
expresion génica, control del ciclo celular, respuesta a dafio celular y
mantenimiento de la estabilidad del genoma. Mutaciones o desregulaciéon de
la cohesina y de los genes reguladores esta asociada con cohesinopatias y

cancer [45].



JUSTIFICACION.

El cancer infantil representa la segunda causa de muerte a nivel mundial,
siendo antecedido so6lo por los accidentes, en consecuencia constituye un
problema de salud publica. Entre los tipos de cancer con mayor incidencia en
la infancia en México se encuentra la LLA ocupando el primer lugar. De todos
los casos que se diagnostican de LLA cada afo, entre el 80 y el 85%
corresponde a LLA-B. Los meétodos de diagndstico actuales, permiten
clasificar a los infantes en diferentes grupos de riesgo permitiendo asignar un
esquema de tratamiento, a pesar de que la mayoria de los pacientes
pediatricos con LLA B presentan remision completa con los protocolos
actuales de tratamiento, pacientes de LLA-B muestran una supervivencia

media de solo 5 afnos.

Puesto que la recurrencia de la enfermedad es elevada (40 %) y existe pobre
respuesta al tratamiento por parte de algunos pacientes, ya sea como
consecuencia del desarrollo de resistencia a farmacos o debido a las
caracteristicas a nivel molecular y celular de la enfermedad que aun no estan
bien descritas, cobra importancia la identificacion de nuevas moléculas cuyo

uso ayude a establecer un diagndéstico y tratamiento mas efectivo.

Defectos en el ciclo celular estan asociados con la proliferacion descontrolada
durante el cancer, identificar y estudiar moléculas que participan durante
dicho proceso en LLA permiten establecer si estan relacionadas con
parametros asociados a la respuesta al tratamiento. Ademas, dichas
moléculas podrian funcionar como marcadores de tal manera que, sea
posible aplicar mejores esquemas de tratamiento, lo que dara como

resultado un manejo personalizado del paciente.

Una caracteristica esencial del cancer es la proliferacion descontrolada, dicho

proceso esta relacionado con la desregulacion del ciclo celular. Los genes
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CDK1, CCNB1, CDKN3 y ESCO2 son genes del ciclo celular cuya
desregulacion ha sido reportada en diferentes tipos de cancer. De manera
adicional, durante los afios 2010 y 2011 en el laboratorio se realiz6 un
ensayo de microarreglos en muestras de cancer cervicouterino. Se encontr6
un aumento significativo en los niveles de expresion de los genes CCNB1,
CDK1, CDKN3 y ESCO2. Bajo esta premisa se decidié evaluarlos en muestras
de LLA para valorar si su expresion esta relacionada con el buen o el mal

prondstico de pacientes pediatricos.



HIPOTESIS.

El nivel de expresion de los genes CDKN3, ESCO2, CCNB1, CDK1 estar&a

relacionado con el prondstico negativo de los pacientes pediatricos con LLA.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la expresion de los genes CDK1, CCNB1, CDKN3 y ESCOZ2 y su

relacion con el prondstico negativo de los pacientes con LLA.

OBJETIVOS PARTICULARES.

e Conformar una base de datos con las caracteristicas clinicas vy
paradmetros asociados al tratamiento de los pacientes con LLA

e Evaluar el nivel de expresion de mRNA de los genes CDK1, CCNB1,
CDKN3 y ESCO2.

e Determinar la relacion pronostico de los genes CDK1, CCNB1, CDKN3 y
ESCOZ en pacientes con LLA.



MATERIALES Y METODOS.

En el presente estudio se utilizaron 31 muestras de RNA total extraido de
meédula 6sea disponibles en el banco de tejidos neoplasicos del laboratorio de
oncologia experimental del INP, de pacientes de entre 1 y 15 afios con
diagnostico de LLA de células B atendidos en el servicio de hemato-oncologia
del hospital y cuyo diagnostico fue confirmado por el servicio de patologia
entre los anos 2007 y 2009.

Criterios de inclusion.
1. RNA total integro y relacion 260/280 con valores entre 1.8 y 2.

2. Expediente clinico completo.

Construccion de la base de datos (Anexo A).

De los expedientes clinicos de los infantes incluidos en el estudio, se
recopilaron los siguientes datos y se agruparon en dos: parametros clinicos y

parametros asociados al tratamiento.
eParametros clinicos:

Vial: Nimero de vial asignado por el banco de tejidos al que corresponde la

muestra de médula 6sea extraida del paciente.

Expediente: Numero de expediente asignado a cada paciente dentro del INP.
Género: Masculino (M) o femenino (F).

Edad de diagndstico: Edad de diagnéstico por leucemia.

Diagndstico (Dx): Leucemia linfocitica aguda de células pre B (LLA pre B),
Leucemia linfocitica aguda de células B de alto riesgo (LLA pre B AR),
Leucemia linfocitica aguda en estadio L1 (LLA L1), Leucemia linfocitica aguda
en estadio L1 de alto riesgo c%y
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Leucemia linfocitica aguda de células pre B de alto riesgo con carga tumoral

(LLA pre B AR con carga tumoral).
eParametros asociados al tratamiento.

Estatus: Vivo con enfermedad (VcE), Vivo sin enfermedad (VsE), Muerto con

enfermedad (McE) y Muerto sin enfermedad (MsE).
Edad de defuncion (Edad def ) y fecha de defuncidon (Fecha def).

Respuesta a la ventana de esteroides (Resp. Ventana de Est): Si hubo o no

respuesta a la prednisona como parte del tratamiento dentro del INP.

Porcentaje de blastos en sangre periférica (% Blastos): Porcentaje de
blastocitos en sangre periférica determinado dentro del INP al momento del

diagndstico para cada paciente.

Induccién a la remision (Ind. Remisién): Si hubo o no induccién a la remisién

como parte del tratamiento contra LLA.
Reinduccidn: Si hay o no reinduccién durante el tratamiento del paciente.

Numero de reinducciones (# reinducciones): Se interpreta como el nimero
de recaidas registradas en el expediente de cada paciente detectadas dentro
del INP. También se registraron las fechas (dia/mes/afio) y se calcularon los
dias desde la ventana de esteroides hasta la primera, segunda, tercera o
cuarta reinduccién segun fue el caso (dias a la 1 reinduccion, dias a la 22

reinduccion, etc.)

Fecha de ditima consulta: Consiste en la ultima fecha registrada de atencién
al paciente dentro del INP (dia/ mes/ afio), también se calcularon los dias

desde el diagnéstico hasta la altima consulta (dias hasta la dltima consulta).

Evaluacion de CDK1, CCNB1, CDKN3 y ESCOZ2: para el andlisis de cada

transcrito se considerd la presencia o ausencia de expresion del gen. Es
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decir, para cada gen se considero la expresion como variable dicotomica (0 —
ausencia-, 1 -presencia-) y como variable continua. Se semicuantifico el
nivel de expresion de los mismos con el programa IMAGE J y se normalizo el
valor respecto al nivel de expresion del gen RPL4 correspondiente a la

muestra en estudio.

Diseino de oligonucleétidos (primers).

Se consultd la secuencia de los cuatro genes de interés en el NCBI (National
Center Biotechnology Information). Posteriormente se procesaron las
secuencias en el IDT tools. Este software arrojé los posibles primers con sus
respectivos amplicones. Se seleccionaron amplicones de tamafio cercano a
500 pb. La especificidad de los primers se probd en la herramienta
bioinformatica primer BLAST. La secuencia de los primers seleccionados
(forward (F)/ reverse(R)) se muestran en la tabla. El gen de la proteina

ribosomal L4 (RPL4) fue utilizado como gen constitutivo.

Gen Secuencia Tamano del
Amplicon
RPL4 F: 5" CGAATGAGAGCTGGCAAAGGCAAA 3~ 243 pb
R: 5" ACGCCAAGTGCCGTACAATTCATC 3~
CDK1 F: 57 TTGAAACTGCTCGCACTTGGCTTC 3~ 282 pb
R: 5 TCCCGA ATTGCAGTACTAGGAACC 3~
CCNB1 F: 57 TTGATACTGCCTCTC CAA GCCCAA 3~ 204 pb
R: 57 TTGGTCTGACTG CTTGCTCTTCCT 3~
CDKN3 F: 57 GCCTATTGA AGATGA ACAGACTCCA 37 312 pb
R: 57 ATTTCACAGCAGCTGGCTATG TCAGG 3~
ESCO2 F: 5" GGTGAGAATAAGACAATTTCTCCTAAGTCC 3~ 318 pb
R: 5" TTTGATTCCTTCCAGAAACCTGTGG 3~

Tabla 2. Secuencias de oligonucledtidos usadas.




Sintesis de cDNA.

La conversion a DNA complementario (cDNA) se realiz6 de acuerdo a las

especificaciones del kit High capacity cDNA reverse transcription (Tabla 3).

Reactivos Condiciones en el

termociclador

RNA 2ug
Buffer DNAsa 10x 1pL 37°C / 30 min
DNAsa 50 U/pL 1pL

H,0 c.b.p 10pL
EDTA 1pL 65°C / 10 min
Buffer RT 10 x 2L
dNTPs Mix 25x (100mM) 0.8pL 25°C /10 min
Random Primers RT 10x 2pL 37°C / 120 min
Transcriptasa 50 U/uL 1pL 85°C / 5 min
Inhibidor de RNasa 1pL 4°C /[ o
H,O0 3,2uL
Total 20pL

Tabla 3. Reaccion de retrotranscripcion.

PCR de punto final.
El término PCR se refiere a Polymerase Chain Reaction por sus siglas en

inglés. La técnica consiste en la amplificaciéon in vitro de una secuencia de
DNA determinada. La amplificacibn se logra en tres pasos basicos 1)
Desnaturalizacion del DNA molde, 2) Hibridacion de los primers al DNA
molde y 3) Copia de las cadenas delimitadas por los primers. Estos tres
pasos se repiten “n” veces, duplicandose en cada ciclo el niumero de cadenas

delimitadas por los oligonucledtidos. Se trata, pues, de una amplificacion




exponencial o logaritmica, en que las cadenas previamente sinterizadas
pueden servir de molde a futuras amplificaciones. A continuacion las

condiciones optimas para la amplificacion del cDNA por PCR de los 5 genes.

Gen: RPL4 (Tabla 4).

Reactivos Condiciones
Buffer Taq pol 10x 3 pL

MgCl,25 mM 2,5 pL 94°C / 5 min
dNTPs 10 mM 1 pL
Primer 25 pM (F/R) 0,5 pL 94°C / 1 min
Taq pol 5 U/uL 0,15 pL 60°C / 1 min

40 ciclos

H,0 c.b.p 24 pL 16,85 uL 72°C/ 1,15 min
cDNA 1 pL
Total 25 pL 72°C / 10 min

Tabla 4. Condiciones para amplificacion de cDNA por PCR para RPLA4.

Genes problema (Tabla 5).

GEN CDK1 CCNB1 CDKN3 ESCO2
Reactivos pL pL pL pL
Buffer Taq pol 10x 3 3 3 3
MgCl,25 mM 4 3 3 3
dNTPs 10 Mm 1 1 1 1
Primer 25 pM (F/R) 0,5 0.5 0,5 0.5
Taq pol5 U/pL 0,15 0.15 0,15 0.15
H,0 c.b.p 24 pL 15,35 16.35 16,35 16.35
cDNA 1 1 1 1

Total 25 25 25 25




CDK1 CCNB1 CDKN3 ESCO2
Condiciones
al

termociclador

94°C 5 min 5 min 5 min 5 min
94°C 45 s 1 min 45 s 35s
Tm 60,2 °C/ 60°C/1 min 58.8 °C/ 57 °C/
45s 45 s 45 s 40 ciclos
72°C 1,15 min 1,15 min 1,15 min 1 min
72°C 10 min 10 min 10 min 10 min

Tabla 5. Condiciones para amplificacion de cDNA por PCR de genes

problema.

Electroforesis y analisis de la imagen.

Los productos de PCR punto final se visualizaron en geles al 2% m/v de
agarosa en buffer Tris, borato y EDTA(TBE) 0.5x, el agente intercalante
utilizado fue Bromuro de Etidio (BrEt) se agregaron de 1 a 2 pL dependiendo
del volumen total. Se revel6 el gel exponiéndolo a luz UV, con el
fotodocumentador (UVP), finalmente se capturé la imagen con la que se llevd

a cabo el andlisis densitométrico con el programa IMAGE J (Figura 9).
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Se normaliz6 respecto al valor numérico correspondiente a la intensidad de
banda del gen constitutivo RPL4 de acuerdo con cada muestra, de la

siguiente manera:

valor numérico asociado a la intensidad de banda del gen (CDK1,CCNB1,CDKN3 0 ESC02) para la muestra x
valor numérico asociado a la intensidad de banda del gen RPL4 para la muestra x

valornumérico asociado a la semicuantificaciéon de la expresion del gen(CDK1,CCNB1,CDKN3 o0 ESCO2)parala muestra x
muestrax: en donde x puede ser cualquiera de las 31 muestras.

valornumérico asociado a la semicuantificacién de la expresién del gen x 100

= %expresion relativa




Analisis estadistico.

Para corroborar si la distribucion de la enfermedad de acuerdo al género se
comporta de la misma manera que lo reportado en la literatura, ver la
distribucion de niveles de expresion de cada uno de los genes, y en la
bdsqueda de patrones de expresion, se construyeron diferentes graficos con

el programa Microsoft Excel 2010.

Para determinar la relacion prondstico entre la expresion de los genes CDK1,
CCNB1, CDKN3 y ESCOZ2 y parametros asociados al tratamiento, se utilizaron
dos tipos de andlisis bivariante (boxplot y regresion lineal), junto con un

analisis de regresion logistica utilizando el programa JMP version 11.



RESULTADOS Y DISCUSION

Se sometieron a revision 70 expedientes con sus respectivas muestras, de
las cuales, fueron descartadas 39 por no cumplir con los dos criterios de
inclusion (1.RNA total integro y relacion 260/280 con valores cercanos a 1.8,
2.Expediente clinico completo), resultando una poblacion muestral final de
31.

Agrupacion de la poblaciéon muestral con base en género y edad.

Posteriormente, se realizé la agrupacion de esta poblacién con base en el
género (Anexo A) (gréfica 1). Predominando los infantes del género
masculino, en una relacion aproximada de 2:1, respecto a los infantes del

género femenino, esta tendencia es congruente con lo que ya esta

reportado.
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También se agrup6 con base en la edad (grafica 2), resultaron 4 grupos:
grupo 1, abarca a nifios entre 1 y 4 afos; grupo 2, esta conformado por
ninos entre 5 y 8 afos; grupo 3 incluye a nifios entre los 9 y 12 afos;
finalmente el grupo 4 engloba a los nifios mayores de 12 afios. De acuerdo a
esto, nuestra poblacion se comporta conforme a lo previamente ya reportado
[4], pues la mayoria de los infantes que padecen LLA pertenecen al grupo

entre el primer y cuarto afno de edad.

Electroforesis.

Posteriormente, se evalud la expresion del gen constitutivo RPL4 (figura 10),
en esta se observan diferencias en la intensidad de banda entre las 31
muestras, esto se puede deber a variaciones en la cantidad inicial de
muestra, diferencias en la integridad del mRNA y/o variacion de la muestra
de cDNA cargado. Debido a estas variaciones fue que se normalizaron los
valores de expresion relativa de cada gen respecto al RPL4 por muestra, y no
contra el promedio del valor de expresion relativa de los RPL4 de todas las

muestras.

Una vez que se corroboroé la expresion del gen constitutivo, se evaluaron los
genes CDK1, CCNB1, CDKN3 y ESCOZ2 (figura 10) y se obtuvieron los valores

de expresion relativa (Tabla 6).
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Tabla 6.
Valores de
expresion
relativa para
cada gen
calculados
respecto al
valor
obtenido
para el gen
constitutivo

RPLA4.

126 93.90 = 8.94 =

130 68.40 13.73 5.66 -

139 7.37 - - -

142 - - 2.34 -

157 46.03 4.65 7.47 93.00

173 31.91 28.95 - -

183 48.16 - 31.78 49.13

212 114.36 64.13 119.33 25.48

248 119.23 - 96.69 94.43

260 88.02 140.28 132.57 109.01

316 - 4.09 82.43 76.62

350 91.70 23.98 56.13 78.81

379 - - - -

417 13.69 73.34  40.46 18.59




Analisis cualitativo de la expresion de los genes en estudio en la
poblaciéon muestral

Con base en la presencia o ausencia de expresion de cada gen, en las
muestras de nifios con LLA, se construy6 el grafico 3. La gréafica evidencia
como se distribuyen las muestras dependiendo de si se expresa o no CDK1,
CDKN3, CCNB1 y ESCOZ2. Dicha grafica no es excluyente, es decir, el hecho
de que una muestra presente expresion para uno de los genes no la excluye
de presentar expresion de los 3 genes restantes. Por lo menos 50% de los
nifos presenta expresion de alguno de los genes. A ESCO2 le corresponde
n= 14, a CDK1l n=16, a CCNB1 n=19, de la misma manera que a CDKN3
n=19.

20
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o M ausencia de expresién
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O .

CDK1 CDKN3 CCNB1 ESCO2

Nifios con LLA

Grafica 3. Presencia y ausencia de expresion vs el nUmero de nifios con LLA.

La mayoria de las muestras presentan expresion de alguno de los genes.




Descripcion grafica de patrones de expresion entre los genes de
estudio en la poblacion muestral.

Los resultados encontrados en el grafico 3, sugieren analizar si existe o no
relacion entre la expresion de los 4 genes con la finalidad de encontrar
patrones de expresion, ya sea entre los 4 genes (CDK1, CCNB1, CDKN3 y
ESCO2)o combinatorias por pares, identificamos 3 grupos principales: el
primer grupo engloba las muestras que expresan los 4 genes; el segundo
grupo contiene a todas las muestras que por lo menos expresan 3 genes
(hasta 4 combinaciones diferentes); y el ultimo grupo abarca a las muestras
que expresan al menos dos genes (6 combinaciones posibles). De la misma
forma que el grafico anterior, evidencia que la expresion de CCNB1 y CDKN3
predomina por lo menos en el 50% de nuestra poblaciéon (n=15) a la
combinacion de estos genes le siguen los genes CDK1/CCNB1 vy
CDKN3/ESCO2 con n=14 ambos subgrupos.
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Grafico 4. NUmero de muestras con diferentes patrones de expresion.
Gpo 1: CDK1, CCNB1, CDK1 y ESCO2,

Gpo 2: CDK1/CCNB1/CDKNS3, CDKN3/ESCO2/CDK1,
CCNB1/CDKN3/ESCO2, CDK1/CCNB1/ESCO2.

Gpo 3: CDK1/CCNB1, CDK1/CDKN3, CDK1/ESCO2, CCNB1/CDKNS3,
CCNB1/ESCO2, CDKN3/ESCO2.

Descripcidn grafica del porcentaje de expresion relativa de los genes
en estudio en la poblacion muestral.

Posteriormente, el grafico 5 expone el nivel de expresion relativa (0 a 140)
de los 4 genes en estudio para cada una de las 31 muestras, mostrando que
la expresion de CDKN3 y CCNB1 se encuentra en mayor numero de
pacientes, no obstante, hasta este punto no se sabe si los niveles de

expresion relativa de estos dos genes estan relacionados.
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Anadlisis del numero de recaidas en funcion de la presencia o
ausencia de expresion de los genes de estudio en la poblacién
muestral.

El paso siguiente fue establecer si existe relacion ya sea entre la presencia
de expresion o ausencia de la misma, o el nivel de expresion relativa de los 4

genes, con factores asociados al tratamiento de los pacientes con LLA.

Pruebas de Wilkoxon y Kruskal Wallis. El grafico correspondiente a estas
pruebas, se construyé para los cuatro genes, colocando el numero de

recaidas (1 a 4) en “y” contra la presencia (1) o ausencia (0) del gen en “x".
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Grafica 6. Pruebas de Wilkoxon y Kruskal Wallis. NOmero de recaidas
vs la presencia o ausencia de cada gen (variable dicotomica). 6A
Recaidas vs CDK1, 6 B Recaidas vs CCNB1, 6 C Recaidas vs CDKN3 y 6 D
Recaidas vs ESCO2.




Los resultados de estas pruebas para los genes CDK1, CCNB1 y ESCOZ2 no
arrojan ningun resultado con significado estadistico, por lo tanto, no hay
evidencia hasta el momento, que indique que existe diferencia contundente
en el niumero de recaidas, entre el grupo que presenta expresion de los

genes CDK1, CCNB1 y ESCOZ contra el que no (gréfica 6).

En contraste, el andlisis para al gen CDKN3 (gréfica 6 C) arroja un valor de P
de 0.0382, lo que indica que la prueba tiene significado estadistico. Este
valor de P da indicios de una posible diferencia entre el grupo que expresa
CDKN3 y el que no. Lo que la grafica sugiere es que la presencia (1) de
expresion del gen estd asociada con menor numero de recaidas (0 a 1) en la
mayoria de los casos, es decir, la expresion de CDKN3 podria funcionar como

factor protector hacia la recaida.

Analisis del nimero de recaidas en funcidn del nivel de expresion de
los genes de estudio en la poblacidon muestral.

Ajuste bivariante.

El ajuste bivariante aplicado posteriormente da como resultado las grafica 7,
en esta se confronta, el nivel de expresién de cada uno de los genes (eje X)
contra el niumero de recaidas (eje y) para los 31 casos. En general, las
cuatro rectas correspondientes a cada uno de los genes muestran pendiente
negativa, lo que sugiere que conforme el nimero de recaidas disminuye, la

expresion aumenta.

El valor de P es significativo (<0.05) solo para los transcritos de los genes
CDK1, CDKN3 y ESCO2 (p=0.0492 CDK1, p=0.0211 ESCO2, p=0.0067 para
CDKN3 con R? de 0.12691 para CDK1, R?=0.170279 ESCO2 y R*=0.22691
CDKN3), en el caso de CCNB1 el valor de P es mayor a 0.05.(0.1366) con R=
0.12691.
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de la expresion de cada uno de los cuatro genes en estudio.

7 A Regresion lineal de recaidas en funcion del nivel de expresion de CDK1,

7 B Regresion lineal de recaidas en funcion del nivel de expresion de CCNB1,
7 C Regresion lineal de recaidas en funcion del nivel de expresion de CDKN3,

7 D Regresion lineal de recaidas en funcion del nivel de expresion de ESCO2.




Para este analisis mientras mayor sea el valor de R? y menor el valor de P, el
modelo permitird una mejor prediccién, sin embargo, el valor de R ? para
estos los cuatro genes esta muy alejado de 1, lo que se traduce en que la
ecuacion de la recta asociada a la regresioén lineal para cada gen, no predice
con exactitud la dependencia entre el nimero de recaidas y el nivel de
expresion de cada gen (CDK1, CCNB1, CDKN3 y ESCOZ2).

Con base en el analisis previamente realizado, el gen que permite
medianamente indicar dependencia entre las variables, es el que
corresponde al gen CDKN3, este andlisis sugiere que niveles elevados de
expresion del gen CDKN3, podrian estar asociados con menor numero de
recaidas. Este resultado es congruente con lo obtenido en el andlisis para el

mismo gen, con las pruebas de Wilkoxon y Kruskal Wallis (grafica 6 C).

Conforme a lo que se describié previamente, existen reportes que indican
que la pérdida de CDKN3 provoca la desregulacion en la mitosis, lo que
ocasiona un ciclo celular andmalo. Estos mismos estudios sugieren ademas,
una posible conexién entre CDKN3 y el proceso de carcinogénesis por su
papel en el mantenimiento de los centrosomas como previsor de aneuploidia
[28]. De forma complementaria, un estudio reciente revelé que CDKN3 actua
como gen supresor de tumor, en la leucemia caracterizada por la fusion Bcr-
Abl [53].

En congruencia con lo reportado, estos resultados sugieren que la pérdida de
CDKN3 lleva a la desregulacion del ciclo celular y el incremento de la
expresion podria tener un efecto benéfico, que se refleja en menor niumero
de recaidas durante el tratamiento, por lo menos en el caso de la LLA-B en

infantes.
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Analisis del pronostico a 3 ainos del paciente pediatrico en funcion de
la expresion de los genes en estudio en la poblacidon muestral.

De manera similar a como se realizO el analisis anterior, también se
confrontd el prondstico a 3 afios contra el nivel de expresion de cada uno de
los genes en estudio (grafico 8). Para elaborar el analisis, se asoci6 al
estatus como valor numérico; es importante mencionar que el estatus de los
ninos reportado en la base de datos tiene por lo menos 3 afos, a partir del

diagnostico en el INP.

Tomando en cuenta lo anterior, se asign6 el valor de 3 a los nifios con el
estatus McE y MsE, el valor de 2 a los nifios VcE y el valor de 1 a los nifios
VSE y se realizé la regresion con valores numéricos en cada uno de los ejes.
Ninguno de los valores de P correspondientes a cada uno de los andlisis se
encuentra por debajo de 0.05 (CDK1p=0.2998; CCNB1p=0.5922, CDKN3p=
0.6006 y ESCO2 p= 0.1123). Los datos se muestran dispersos con valores
muy lejanos a 1 para R? (CDK1R?=0.037013, CCNB1R?=0.010016, CDKN3
R?=0.009569 y ESCO2 R?= 0.084648). Por lo tanto, estos resultados no
permiten realizar una prediccion ni asociacion de los niveles de expresion con

el pronéstico de los pacientes con LLA
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8 A Regresion lineal de prondstico a 3 afios en funcion de nivel de expresion
de CDK1,

8 B Regresion lineal de prondstico a 3 afos en funcion de expresion de
CCNB1,

8 C Regresion lineal de prondstico a 3 afos en funcién de expresion de
CDKNS3,

8 D Regresion lineal de pronostico a 3 afios en funcion de expresion de
ESCO2.




Analisis entre el estatus de fallecido a 3 aifios del paciente pediatrico

contra el nivel de expresion de los genes en estudio en la poblacidén
muestral.

Andlisis de regresion logistica.
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Finalmente, se aplicé el analisis de regresion logistica, para dicho analisis, la
variable dicotomica fue la muerte a 3 afos (muerto=1 y no muerto=0)
contra el nivel de expresion de cada uno de los genes. La prueba utilizada
para determinar el valor de P fue chi cuadrada, ninguno de los valores de P
arrojados por el andlisis se encuentran por debajo de 0.05, de forma
contraria a lo que se esperaba(CDK1 p=0.4416, CCNB1 p=0.3583, CDKN3
p=0.9356 y ESCOZ2 p=0.2713). Este analisis, contribuye a considerar, que no
hay relacion entre la muerte de los nifios y el nivel de expresion de cada uno

de los genes.

Contrario a lo que se esperaba, no se consiguieron resultados contundentes
para el gen CDK1, que pese a que su actividad y/o expresion estd poco
documentada para la LLA, existen reportes para LMA donde se observa el
incremento de la expresion, principalmente en células que tienen delecion del
5g. También para este tipo de leucemia, la localizacion subcelular cobra
importancia, pues pacientes con altos niveles de CDK1 nuclear tienden a un
pobre prondstico respecto a los que tienen niveles mas bajos [31]. Sin
embargo, para el presente estudio, los niveles de CDK1l no resultaron
relevantes, al confrontarse con pardmetros asociados al prondéstico pobre,
como mayor numero de recaidas o menor tiempo de vida a partir del

diagndstico.

Respecto a la Ciclina B1 y a ESCO2, tampoco se ha profundizado mucho
sobre su papel en neoplasias hematolégicas. Nuestros resultados no
muestran un significado estadistico entre los niveles de expresion y las

caracteristicas clinicas asociados al mal prondstico.
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CONCLUSIONES.

Ningun resultado es contundente, pues la expresion de mRNA de los genes
CDKN3, ESCO2, CDK1, CCNB1 en los pacientes estudiados fue heterogénea.

No hay asociacion de la expresion de mRNA de los genes con el prondstico

de los pacientes con LAL.

El incremento de la expresion de CDKN3 podria estar asociado a un mayor

numero de recaidas, sin embargo se requiere de un estudio mas profundo.

PERSPECTIVAS.

1. Ampliar la n muestral, para estudios de niveles de expresion de CDKN3
por PCR.

2. Analisis estadistico de las muestras de pacientes que muestran la
translocacion Bcr-Abl vs el nivel de expresion de CDKN3 con la
finalidad de ver si existe alguna relacion.

3. Estudios de localizaciéon subcelular para CDK1 en muestras de
pacientes. Analisis estadistico de localizacién vs nivel de expresion.

4. Incluir al gen CDK2, para analisis de niveles de expresion por PCR de

punto final en las muestras ya disponibles.
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