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MARCO TEORICO @
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pues representa una de las primeras ) (c
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dependiendo de su origen y su

. } ) Figura 1. Diferenciacion celular hematopoyética. Las
capacidad de  metastasis.  LOS cgjylas principalimente afectadas para la linea mieloide son
los mieloblastos no maduros, mientras que para la linfoide
se afectan principalmente el tipo T y B, siendo estas
ultimas las mas comunes.

principales son: carcinoma, sarcoma,
del sistema nervioso central y

neoplasias hematologicas (NCI, 2014).

Existen dos tipos de neoplasias hematoldgicas, los linfomas y las leucemias. La principal
diferencia entre estos, es que los linfomas se pueden considerar una neoplasia soélida
pues afecta directamente a los ganglios, mientras que las leucemias se consideran
tumores no sodlidos pues afectan a las células que circulan a través del torrente

sanguineo.

Leucemia

Es un tipo de neoplasia hematoldgica que afecta a las células que se producen en la
médula ésea, en donde se producen en exceso y no funcionan correctamente. Ademas
adquieren caracteristicas que las células normales no poseen permitiéndoles sobrevivir y
acumularse en su lugar de origen. Con el paso del tiempo estas células entran en el

torrente sanguineo, se propagan y se infiltran en otros érganos (NCI, 2014).

Existen diversos tipos de leucemias dependiendo del tipo de linea celular hematopoyética
afectada (figura 1) asi como el grado de madurez de las células es decir, si se detectan
células inmaduras se le llama leucemia aguda, mientras que si hay un grado de madurez

se clasifica como cronica (Tabla 1).



Tabla 1. Clasificacion general de las leucemias con base en el tipo de linea hematopoyética afectada y

la madurez con la que se observan las células al momento de realizar el diagnéstico.

Linea celular afectada

Linfoide Mieloide
Madurez de las células
Aguda Leucemia Linfoblastica o
) ) Leucemia Mieloide Aguda
(células inmaduras) Aguda
Crénico (células con cierto Leucemia Linfoblastica Leucemia Mieloide
grado de madurez) Crénica Crénica

Leucemia linfoblastica aguda

La leucemia aguda linfoblastica (LLA) es una neoplasia que afecta a las células
hematopoyéticas de la linea linfoide, produciendo linfocitos inmaduros en exceso y no
funcionales por lo que, el organismo no es capaz de combatir las infecciones de manera
adecuada. Esta neoplasia es la mas comun de las leucemias y principalmente afecta a

personas en edad escolar y edad adulta (Belson, Kingsley, & Holmes, 2007).

En algunos casos, cuando se diagnostica por primera vez, se encuentran linfocitos
neoplasicos tanto en la médula 6ésea como en los ganglios linfaticos y esto dificulta saber
si se trata de leucemia o de linfoma. Es por lo anterior que, si mas del 25% de la médula
6sea contiene linfocitos neoplasicos, usualmente la enfermedad se considera leucemia.
También es importante el tamafio de los ganglios linfaticos, pues ganglios de mayor

tamarfio del normal se relaciona con un linfoma.

Clasificacion de la LLA

Basada en la morfologia de las células.

Algunos médicos usan la clasificacion francesa-americana-britanica (FAB) para dividir la
LLA en tres grupos importantes con base en la morfologia de las células en el microscopio

(Hurtado Monroy, Solano Estrada, & Vargas Viveros, 2012).

L1 -> Leucemia Aguda Linfoblastica tipica
L2 -> Leucemia Aguda Linfoblastica atipica

L3 -> Leucemia similar al linfoma de Burkit




Tabla 2. Clasificaciéon de la leucemia linfoblastica con base en la maduracién y apariencia de los

linfoblastos al microscopio.
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CARACTERISTICA
MORFOLOGICA L1 L2 L3
TAMANO CELULAR Pequefio Grande Grande
Regular, puede tener Irregular, puede tener Regular oval o
FORMA NUCLEAR hendiduras o L )
. hendiduras o picaduras redondo
picaduras
NUCLEOLO Indistinguible Uno o mas por célula, Regular oval a
grande, prominente redondo
BASOFILIA Leve Leve Prominente
CITOPLASMATICA
VACUOLAS Ausentes Ausentes Presentes
CITOPLASMATICAS
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‘ . bromend, gl
4
IMAGEN AL - ‘ —
MICROSCOPIO ’ . .

vacuolas

Basada en el inmunofenotipo

Las pruebas citogenéticas, la citometria de flujo y otras pruebas de Ilaboratorio
proporcionan informacién mas detallada sobre el subtipo de LLA y el pronéstico del
paciente (American Cancer Society, 2013). Estas pruebas ayudan a dividir la LLA en
grupos (tabla 3) con base en el inmunofenotipo de la célula leucémica (Correa Gonzalez,
y otros, 2005)

Tabla 3. Principales Subtipos de LLA segun el tipo de linfocito afectado y el nivel de madurez del

mismo
Subtipo Inmunofenotipo Frecuencia
Células PreB HLA-DR, TDT, CD19, CD22, CD24
60% - 65%
tempranas
HLA-DR, TDT, CD19, CD22, CD24, CD10, CD20,
Células PreB 20% - 25%
IgC
HLA-DR, TDT, CD19, CD22, CD24, CD10, CD20,
Células B maduras 2% - 3%
IgC, IgS
Células T CD1a, CD2, CD3, CD5, CD7 15% - 18%




Estudios recientes han relacionado diversas alteraciones biolégicas con el aumento en la

probabilidad de desarrollar Leucemia y en especifico, de tipo T (figura 2a). Por ejemplo,

se sabe que el virus Linfotropico del Humano Tipo 1 (HTLV-1) es el agente etiologico de la
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Figura 2. Marcadores de Leucemia de Tipo T. a) La
interaccion de las células con el HTLV-1 produce
cambios en la expresion genética, anormalidades
gendmicas, reprogramacién epigenética, entre otros.
b) Los cambios producidos permiten que la célula
genere habilidades que las células normales no
poseen como resistencia a la muerte celular,
invasividad, proliferacion cronica, etc. las cuales
otorgan a la célula la caracteristica neoplasica.

Leucemia de Células T, las cuales
10%

Aquellos pacientes que son infectados con

representan cerca del en ninos.
este virus, sufren el tipo de alteraciones

antes mencionadas.

Como consecuencia de los cambios en la

biologia de la célula, ésta desarrolla

capacidades que una célula normal no

posee (figura 2b).

Factores de riesgo asociados a LLA

Un factor de riesgo es cualquier rasgo,
caracteristica o exposicion de un individuo
que aumente su probabilidad de sufrir una
enfermedad o lesién (OMS). Actualmente
se conocen pocos factores de riesgo
directamente asociados a la LLA (Belson,
Kingsley, & Holmes, 2007), algunos de los

cuales se enlistan en la tabla 4.

Tabla 4. Principales factores de riesgo asociados al desarrollo de leucemia linfoblastica aguda.

Factor de riesgo

Ejemplo

Exposicion a la radiacion

Tratamientos previos de otros tipos de
cancer con radioterapia aumentan el riesgo

de desarrollar leucemia.

Infecciones virales

HTVL-1 (virus Linfotrépico del Humano
Tipo 1) puede causar LLA de células T. La
mayoria de los casos ocurren en Japén y el
Caribe.

EBV (Virus de Esptein-Barr) se relaciona

con una forma de LLA en Africa. En E.U.A.




es mas  frecuente que cause

mononucleosis infecciosa

Cambios genéticos pueden elevar el riesgo
de LLA, por ejemplo:

Sindromes hereditarios - S. Down - S. Klinefelter

- S. Blomm - Anemia de Fanconi

- Neurofibromatosis - A. telangiectasia

Se ha visto una mayor relacion de
pacientes de raza Hispana que en
) Caucasicos, mayor incidencia en nifios que
Factores ambientales _N )
en nifas. Por otro lado bebés que han
pesado mas de 4kg al nacer tienen mayor

riesgo de padecer LLA.

Si bien los factores ambientales aumentan ligeramente el riesgo de desarrollar este tipo
de neoplasia, no se cuenta con suficiente evidencia cientifica que lo pruebe y aun son

factores controversiales.

Causas

No se sabe la causa exacta de la mayoria de los casos de la leucemia infantil. En la
actualidad se ha determinado que el riesgo de padecer este tipo de cancer aumenta si se
tiene algunas de las afecciones genéticas enlistadas en la tabla 4. Sin embargo cabe
sefialar que la mayoria de los nifios con leucemia no tienen algun factor de riesgo

relacionado.

Como se sabe, en muchos casos las neoplasias son originadas por mutaciones en el DNA
que alteran directamente el ciclo celular, uno de estos cambios son las translocaciones.
En la LLA se ha visto que el cambio del cromosoma 9 por el 22, conocido como
cromosoma filadelfia, puede contribuir al desarrollo de este tipo de neoplasia. Por otro
lado, una mutacion en el gen supresor de tumores TP53, conocido como sindrome de Li-

Fraumeni, también favorece el desarrollo de la leucemia.

Basados en los factores de riesgo antes mencionados, se han formulado hipétesis
etiopatogénicas con suficiente rigor cientifico para explicar el origen de un reducido

numero de pacientes con LLA, pero actualmente las causas de la mayoria de los casos




son desconocidas (Slander & Ross, 1997). Existen dos grupos de investigacion,
Children’s Cancer Group en EE.UU y United Kingdom Acute Leukemia en Gran Bretafia,
los cuales se encuentran realizando dos extensos trabajos epidemioldgicos con analisis
moleculares que aportaran datos para un mejor conocimiento de los mecanismos

etiolégicos y poder desarrollar una prevencion eficaz.

Incidencia y Epidemiologia

De acuerdo a la OMS, la LLA es la neoplasia mas comun diagnosticada en pacientes
menores de 15 afos, a nivel mundial constituye la cuarta parte de las neoplasias en este
grupo de edad y 76% de todas las leucemias. En la ciudad de México, una de las mas
altas a nivel nacional, representan alrededor de 40 % de las neoplasias (Fajardo, Juarez,
Gonzalez, Palma, Carredn, & Mejia, 2007). De acuerdo con el INEGI en 2008 representd
la mayor tasa de mortalidad en México en nifios de 0 a 14 afios de edad (INEGI, 2011)

con un tasa de 2,55 por cada 100,00 habitantes.

La Organizacion Panamericana de la Salud (PAHO) reporta que entre 2008 y 2010, la
LLA ocupd el tercer lugar en mortalidad en México de personas de 1 a 15 afos, en un
6.98%, precedidas por accidentes en transporte terrestre asi como malformaciones vy

enfermedades congénitas. En 2011, 59 de cada 100 personas menores de 20 afios con

neoplasias malignas las presentaron en Si"tfgaag’g;;:i*;e e e irion
o6rganos hematopoyéticos, siendo las  siwmicos __— Psicologicos
. . Lo i - Pérdida de peso - Fatiga .
leucemias agudas linfoblasticas las mas  -Fiebre - Pérdida de apetito
- Infacciones frecuentes
H Ganglios linfat
representativas. Cralnge e
- ralia ce |
i i aliento \ Bazo e higado
La LLA es mas comun entre la raza blanca - Agrandamiento
Muscular
. — = P
que entre la afroamericana, aunque no son - Debilidad | _'g’udo,es
L d nocturnos
claras las razones. Aunado a esto, se ha  Huesoso - Hemorragias y
articulaciones “\ moratones
visto que la LLA es ligeramente mas comdn ;295 - Parches o puntos

de color parpura
entre los hombres que entre las mujeres; se

Figura 3. Sintomas asociados a la Leucemia

desconoce la razéon de esto (Fajardo, Linfoblastica Aguda.

Juarez, Gonzalez, Palma, Carredn, & Mejia,
2007).

Diagnéstico
Los primeros sintomas que presenta un paciente son cansancio, piel palida, infecciones

recurrentes, fiebre, hematomas, dolor de hueso o articulaciones, pérdida de apetito y
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peso, ganglios linfaticos inflamados, dolor de cabeza, entre otros (figura 3). Por si solos,
estos sintomas se pueden atribuir a diversas causas sin embargo, en conjunto pueden ser
un gran indicativo del desarrollo de LLA. Por lo anterior, el primer abordaje que se toma
para diagnosticar a un paciente con LLA es un examen fisico en el que se evaluan
diversos parametros. Dado que este examen es muy general, posteriormente se pueden
realizar pruebas de diagndstico algunas de las cuales se describen en la tabla 5 (Ortega

Sanchez, Osnaya Ortega, & Rosas Barrientos, Leucémia Linfoblastica Aguda, 2007).

Tabla 5. Pruebas para el diagnostico de LLA

Prueba Descripcion

. ) . Conteo de glébulos (rojos y blancos) y
Biometria Hematica Completa
plaquetas.

. Observacion de la apariencia de las
Frotis de sangre ]
celulas.

Apoya el diagndstico. Un incremento en la
LDH implica desarrollo de masa tumoral,
Quimica sanguinea ayuda a detectar uremia, hiperuricemia,
causados por la propagacion de las células

leucémicas o el tratamiento.

_ _ ) ) Se observa el tamario, forma y grado
Microscopia de médula 6sea .
madurez de los glébulos blancos.

Se hace una tincion con colorantes que
Citoquimica reaccionan con moléculas en las células.
Se puede diferenciar LLA de LMA.

Se basa en la reaccion Ag — Ac para la

_ o deteccion de proteinas o receptores en las
Inmunohistoquimica ] _ _ _
células y determinar el inmunofenotipo de

las células.

_ . Se observan los cromosomas para detectar
Citogenética _ _ o
translocaciones, deleciones o aneuploidias.
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Tratamiento

Las opciones de tratamiento de cada paciente se basan en el subtipo de leucemia y en

ciertas caracteristicas del diagnéstico (Larson, 2011). Los principales tipos son enlistados

en la tabla 6.

Tabla 6. Tratamientos de primera eleccion para pacientes con LLA

Tratamiento

Descripcion

Quimioterapia

Administracién de medicamentos que destruyen o impiden la
multiplicacion de las células neoplasicas antes de que generen
resistencia. Se inicia con la administracion de farmacos esteroides
para disminuir la cantidad de células inmaduras en el cuerpo,
conocido como Ventana de esteroides. Si el paciente responde se
inicia la quimioterapia, la cual esta dividida en 3 etapas:

Induccion a la remisidon. Eliminacion de toda célula leucémica
detectable (<5% de blastos en MO).

Consolidacion. Terapia adicional con dosis altas de farmacos con la
finalidad de eliminar toda célula leucémica no detectable en la fase
anterior y evitar su propagacion.

Mantenimiento. Evita el crecimiento de nuevas células neoplasicas en
MO

Remisién completa. Es cuando el paciente se declara sano.

Radioterapia

Utiliza rayos X de alta energia u otros tipos de radiacion para destruir

las células leucémicas o impedir que crezcan

Trasplante de

médula 6sea

Se extraen células madre de un donante y se inyectan en el paciente
una vez que ha finalizado la quimioterapia para restituir aquellas
células que pudieron haber muerto durante el tratamiento.

Los ninos con enfermedad resistente al tratamiento o en recaida
posiblemente sean candidatos para un trasplante con un donante

compatible emparentado o no.

Enfermedad
residual minima
(MDR)

Este enfoque de tratamiento puede usarse si las células de leucemia
(presentes en pequefias cantidades) tienen una anomalia molecular
detectable. También puede permitir un seguimiento mas sensible de
los pacientes en remision y puede ayudar a determinar si es

necesario administrar un tratamiento adicional.
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Pronéstico

La mayoria de los pacientes logran una remision completa si son tratados a tiempo y con
el esquema de tratamiento adecuado sin embargo, se sabe que existe un porcentaje el
cual no responde adecuadamente al tratamiento y fallece o sufre al menos una recaida
(presencia de >5% de blastos en MQO) durante o después del tratamiento, lo que implica

que debe ser sometido a tratamiento de nuevo y a veces estos deben ser mas agresivos.

Anteriormente el diagnéstico, tratamiento y prondstico se basaba en técnicas que en
ocasiones no aportaban al médico las suficientes herramientas para tratar a los pacientes,
hoy en dia se utilizan técnicas mas especificas en el diagnostico de la LLA. Estas técnicas
se han perfeccionado gracias al avance que se ha tenido en la biologia molecular y se
espera, ayuden a disminuir la mortalidad e incluso, prevenir se desarrolle este tipo de

neoplasia en nifos sanos.

BIOLOGIA MOLECULAR Y CANCER

Como ya se menciondé anteriormente, la OMS define al cancer como “un proceso de
crecimiento y diseminacién descontrolado de células que puede aparecer practicamente
en cualquier lugar del cuerpo. El tumor suele invadir el tejido circundante y puede
provocar metastasis en puntos distantes del organismo”. Sin embargo, lo que
mayoritariamente no se sabe es que el cancer podria también definirse como una
enfermedad del DNA, y como producto del dafio en el DNA se afecta la proliferacion

celular con todas las consecuencias frecuentemente conocidas.

Como se sabe, el DNA es el responsable de transmitir la herencia, y es la molécula que
contiene todas aquellas instrucciones genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento
de todos los seres vivos. Sin embargo, poco se sabe de las alteraciones que puede sufrir
el DNA, de sus repercusiones, o de los mecanismos que utiliza el organismo para
defenderse o reparar los dafios a los que habitualmente una persona esta expuesta
(Encina, 2013).

Los procesos mediante los cuales las células se transforman progresivamente en
malignas, son causadas por dafios en el genoma producidos por errores enddgenos en el
DNA, la inestabilidad intrinseca de las bases que forman al DNA, y la interaccion con
radicales libres generados durante el metabolismo. Por otro lado, el dafio al DNA puede
producirse también por factores exdgenos como radiaciones ionizantes y UV asi como

quimicos carcinogénicos (Bertram, 2000).

12



Entendiendo los tipos de alteraciones y/o dafios que puede sufrir el DNA es posible
comprender el proceso de carcinogénesis desde un punto de vista molecular, pero a la
vez amplio. Esto es posible gracias a las técnicas de biologia molecular que permiten un

mejor entendimiento de cémo funciona y se constituye el DNA.

Gracias a los avances cientificos que se han generado con la biologia molecular, se sabe
que la unidad funcional del DNA conocida como “gen”, se define como un segmento de
DNA que codifica para cualquier molécula con actividad bioldgica (proteinas, tRNA,
mMiRNA o RNA regulador, etc.) (Gerstein, Bruce, & Rozowsky, 2007).

Funcionalmente los genes se encuentran divididos en dos regiones:

1.- Regién promotora. Es la parte principal del gen que regula la expresién del mismo, se
encuentra localizada “rio arriba” de la region codificante. Su funcién es regular la

expresion o supresion de un gen.

2.- Regién codificante. Contiene la informacion necesaria para codificar el producto con
actividad bioldgica. Constituido por los exones y los intrones, donde los primeros

contienen toda la informacion genética que sera utilizada para la formacién de la proteina.

Es de suma importancia que la informacion contenida en DNA se traduzca de manera
adecuada, ya que se sabe que el correcto funcionamiento de una célula depende de la
expresion de numerosos RNA’s que codifican para diversas proteinas (mMRNA) asi como
RNA’s no codificantes (figura 4), y que desempenan funciones cruciales en la célula
(Morceau, Chateauvieux, Gaigneaux, Dicato, & Diederich, 2013). Estos RNA’s participan
en la transcripcion, el procesamiento de RNA (snRNAs, snoRNAs) y traduccién de DNA a
RNA (rRNAs, tRNAs, miRNAs). Asi como muchos otros RNAs los cuales no conoce del

todo su funcién o aun no ha sido descrita (Cooper, Wan, & Dreyfuss, 2009).

Uno de los tipos de RNA mas estudiados es el mMRNA, pues su funcion en la célula es de
vital importancia para la codificacion de un sinfin de proteinas. En caso de presentarse
una alteracion durante el proceso de maduracién del mRNA la célula se ve afectada ya
sea de manera positiva o de forma negativa. Esto es debido a que en varias ocasiones las
alteraciones en el mRNA provocan que no se codifique alguna proteina, producen
proteinas no funcionales o como sucede en la mayoria de los casos, a partir de un solo
gen se produce mas de una proteina funcional y con un papel importante en los procesos

bioldgicos (Faustino & Cooper, 2003). Es por esto que es de suma importancia que la
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maduracion del RNA se realice de manera adecuada mediante la remocion de los intrones

a través del proceso conocido como splicing

Splicing

La cantidad de genes presentes en el cuerpo humano es relativamente pequefia
comparada con la extensa variedad de secuencias codificantes que se obtienen durante
la transcripcion de DNA a RNA (Venter, y otros, 2001), a partir de las cuales se generan
las proteinas. Hoy en dia y con ayuda de biologia molecular se sabe que uno de los

procesos involucrados en la obtencion de los fragmentos que contienen unicamente las

secuencias codificantes, es el splicing.
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unen entre si formando el mMRNA maduro.

como sitio de reconocimiento para la

maquinaria encargada de realizar el splicing

lectura abierto (ORF) y las regiones no
traducidas (UTR’s).

El splicing en el premRNA esta regulado en parte por el spliceosoma (figura 5), un
complejo macromolecular de cinco ribonucleoproteinas pequefias nucleares (snRNPs),
U1, U2, U4, U5 y U6, conocido como Spliceosoma (Watson & Watson, 2010). El sitio en el
cual se une cada una de estas RNPs es especifico y el proceso de corte y empalme se
completa una vez que cada una de ellas se encuentra unida a la secuencia correcta
dentro del intron (Srebrow & Kornblihtt, 2006). La principal funcion de las snRNPs es
permitir que las cadenas de nucledtidos adopten la orientacidn necesaria para que se

puedan llevar a cabo las reacciones de transesterificacion (Clancy, 2008).

Quimicamente el splicing se lleva a cabo a través de dos reacciones de transesterificacion
(figura 6), en las que intervienen los grupos hidroxilo (OH") y fosfato (PO,*) presentes en
los exones que se uniran para formar el mMRNA (Black, 2003). Para que estas reacciones
ocurran es necesario que las RNP favorezcan la interaccion entre estos grupos. Es por

esto que es de vital importancia que los sitios de splicing sean bien reconocidos en los
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intrones y exones, y se evite que la escision se dé en algun sitio diferente al que deberia o
que no pertenezca al exdn si no a la secuencia que forma parte del intrén (Lodish, y otros,
2008),

Sin embargo en ocasiones las proteinas encargadas del reconocimiento de los sitios de
splicing pueden unirse en una parte de la cadena diferente a la que deberia unirse en
condiciones normales, esto origina que se produzca un mRNA maduro distinto y el cual
puede o no tener suficiente informacién para codificar alguna proteina, este proceso se

conoce como splicing alternativo.

Splicing alternativo

El splicing alternativo (SA) es un mecanismo crucial para generar la gran diversidad de
proteinas, a través de este proceso un solo gen magnifica la capacidad codificante
expresando una gran diversidad de proteinas (Black, 2003). Las variantes de una misma
proteina pueden realizar funciones biologicas diferentes e incluso antagonistas o en su

defecto, se genera una secuencia no codificante como producto del SA.

Este proceso conduce a cambios especificos de las células o los tejidos en el mRNA de
un solo gen, a través de cambios en el sitio de splicing elegido; pareciera ser mas una
regla que una excepcion, pues se estima que alrededor del 80% de los genes pueden
atravesar por este proceso de SA (Faustino & Cooper, 2003). Se ha observado que
existen diversos tipos de cancer como el de mama, ovario y leucemia, en los cuales
procesos de SA contribuyen al desarrollo de la enfermedad al modificar la secuencia de
las proteinas que intervienen directamente en el ciclo celular, motilidad y otros procesos
implicados en la carcinogénesis (Pajares, Ezponda, Catena, Calvo, Pio, & Montuenga,
2007).

Uno de estos mecanismos se debe a que las mutaciones pueden ocurrir en las
secuencias de genes que afectan a la union de factores de splicing, en el potenciador o el
inhibidor de secuencias. Cambios en la expresion o mutaciones en los componentes del
spliceosoma también dan lugar a cambios en el patron de splicing de muchos genes
relacionados con el cancer (Srebrow & Kornblihtt, 2006). Se ha estimado que el 15% de
las mutaciones puntuales que causan enfermedades genéticas humanas, afectan el
splicing y hoy en dia se conocen al menos 7 tipos de SA dependiendo de la posicion

donde se haga el corte (figura 7).
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Este proceso se ha visto asociado por ejemplo, con cancer de prostata, higado, leucemia

mieloblastica, cancer gastrico y
de mama. Existen diversos
genes que sufren procesos de
splicing alternativo, los cuales

promueven la actividad
proliferativa, de resistencia a
farmacos e incluso actividad
metastasica (Cooper, Wan, &
Dreyfuss, 2009),
ejemplos de estos genes son

p53, CD44, KIT (Srebrow &

algunos

Kornblihtt, 2006), BRCA,
CENPE (Kops, Weaver, &
Cleveland, 2005), HMMR

(Ishigami, y otros, 2011); estos
ultimos dos se consideraron
para este proyecto de tesis
como resultado de un estudio
previo que se realizé en el
de

Experimental y los cuales se

laboratorio Oncologia

describiran a continuacion.
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pre-mRNA isoforms

Constitutive E&I:IAD — [ 1]
_» ]

S

Alternative 5' splice sitesl:lA{]%El <y =

Alternative 3’ splice sites /\’_‘/\E

I:I:D

I_I_‘ZI:I
Intron retention EAE S e
Constitutive
Mutually exclusive exons ’\: [ LAl 1 segment
E Alternative
segment

Figura 7. Tipos de Splicing Alternativo. Constitutivo: todos los
exones son incluidos completos en el mMRNA maduro, debido a esto
Unicamente se obtiene una isoforma. Cassette exon: se obtienen dos
isoformas de mRNA debido a que un exén es completamente removido
en una de ellas mientras la segunda lo conserva en la cadena de mRNA
maduro. Sitio de splicing 5’ alternativo: la maquinaria de snRNP’s
reconoce al menos dos sitios diferentes en el extremo 5’ obteniendo dos
isoformas, una de las cuales contiene sélo un fragmento del exén rio
abajo. Sitio de splicing 3’ alternativo: en este caso se reconoce un
sitio diferente en el extremo 3’ produciendo ademas de la isoforma
normal una que contiene sélo un fragmento del exdn rio arriba.
Retencion del intrén: el intrén que deberia ser removido se incluye en
el mRNA maduro como si se fratara de un exéon mas. Exones
mutuamente excluyentes: el mMRNA resultante contiene sélo uno de
dos exones es decir. uno de los dos se pierde durante el proceso de

HMMR (Hyaluronan-Mediated Motility Receptor)

Localizado en el brazo corto del cromosoma 5, en la posicion 34. Mediante informatica se

determinan 8 variantes producidas por SA para este gen (figura 8), de las cuales sélo 4 de

ellas estan descritas y se sabe, son codificantes para proteinas, sin embargo el papel que

juegan éstas en la célula, aun no es del todo claro.

Las proteinas codificadas por

este gen tienen alrededor de 725, 724, 709 y 638aa

respectivamente. Por otro lado, se ha reportado diferentes sitios de localizacién para 3 de

las proteinas codificadas, siendo éstos en la membrana celular, en citoplasma y en la

membrana nuclear (figura 8).
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Figura 8. Variantes de HMMR descritas por Bioinformatica. Se han descrito 8 variantes para el gen de
HMMR, de las cuales unicamente 4 de ellas se conocen codifican para proteinas. Los productos de splicing

alternativo en este gen varian de unos cuantos nucleétidos a todo un exén escindido.

HMMR se ha visto implicado en la migracion, transformacion y metastasis de fibroblastos
(Assmann, Jenkinson, Marshall, & Hart, 1999). Cuando el hialuronato (HA) se une a
HMMR, ocurre la fosforilacién de numerosas proteinas incluyendo PTK2/FAK1. Puede
estar involucrado en la transformacion celular y metastasis regulando la actividad de
cinasas extracelulares. Extracelularmente, se asocia HMMR con CD44, y tras la unién a
HA, activa vias de sefializacion intracelular en las cuales se ve implicado el gen Ras y a

su vez, se activan efectores de transcripcion (figura 9).

Las funciones de hialuronato in vivo son extremadamente heterogéneas, incluyendo la
regulacion de la reparacion de tejidos, tales como la activacion de células inflamatorias
con el fin de inducir una respuesta inmune, asi como las respuestas especificas de las

células epiteliales y fibroblastos a la lesion.

Es importante destacar que las numerosas funciones bioldgicas del hialuronato son de
tamano dependiente es decir, depende de la variante a la que se une, la funcién que
desempeia. La variante de mayor tamafio molecular esta presente en tejidos intactos y es
antiangiogénico, asi como inmunosupresor, mientras que la de menor tamafio molecular,
se ha propuesto para actuar como una sefial endégena para la activacion de células T y
tiene la capacidad de inducir los procesos de inflamacion y angiogénesis (Nikitovic,
Kouvidi, Karamanos, & Tzanakakis, 2013). Por otro lado, el Hialuronato exdégeno puede
inhibir la progresién celular, probablemente en competicion con el HA enddégeno (Necas,
Bartosikova, Brauner, & Kolar, 2008)
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Figura 9. Impacto biolégico de las variantes de HMMR en las células (fibrosarcomas). a) Cascada de
sefializacion desencadenada por la union del HA-HMMR extracelular, produce la union HMMR-GFR/GFR
favoreciendo la interaccion GFR-c-src activando Ras induciendo proliferacién celular. b) la activacion de c-src
induce la union de FAK con un complejo que produce la adhesion celular y a su vez, aumenta el tamafo del
tumor. c¢) La interaccion HMMR-CD44/GFR produce un efecto similar a la interaccion HMMR-GFR/GFR
favoreciendo rio abajo la actividad de ERK1/2 y su consecuente fosforilacion que activa efectores de la
transcripcion. d) La proteina localizada intracelularmente reconoce al HA y forma un complejo proteico
HMMR-McK-pERK1 favoreciendo la formacién del huso mitético y a su vez, la proliferacion celular. e) La unién
HMMR-TPX2 dentro del niucleo forma un complejo proteico que funciona como regulador del ciclo celular,
aumentando la actividad proliferativa de la célula.

Las interacciones de la variante 1, presente en la membrana celular, con los receptores
del factor de crecimiento (TGF) modulan la transcripcion de efectores con actividad
mitogénica (figura 9a) pero esta interaccion depende de la formacién del complejo c-
src/ERK1, 2; y las interacciones HMMR/TFG mediante la sefializacion de c-src inducen la
fosforilacion de FAK y la formacion del complejo de adhesion focal (figura 9b). Por otro
lado, estas interacciones en membrana celular de HMMR con CD44 y TFG dependientes
de la interaccion c-src/ras/ERK1, 2 modulan la transcripcién de efectores mitogénicos
para regular la motilidad del fibrosarcoma (figura 9c). La variante citoplasmatica de HMMR

a través del complejo HMMR/MEK/ERK1, 2 regula la formacion del huso mitético que
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afecta el crecimiento celular (imagen 9d). La variante nuclear de HMMR activado forma
complejos con elementos caracteristicos para la transcripcion, por ejemplo, TPX2 para
regular la expresidon de mediadores del ciclo celular (imagen 8e) y en un tumor se

produzcan mas células de lo normal.

Se ha demostrado mediante inmunohistoquimica de células tumorales gastricas que
existe una co-relacion positiva entre la expresién de HMMR vy la agresividad del cancer
colorectal (Ishigami, y otros, 2011). Por otro lado, se ha visto que existe una variante
tumor-especifica en células de astrocitoma (Zhou, Wu, & Skalli, 2002). Este estudio
demostré que la variante intracelular es capaz de unirse a los microtubulos en células
normales y de astrocitoma, y ésta unién podria favorecer el desarrollo de la neoplasia es

decir, las células tendrian capacidad migratoria.

Estudios recientes indican que la variante 1 de HMMR se expresa en tejido de cancer de
mama y junto a otras proteinas forma un complejo con BRCA1 y BRCA2, el cual esta

asociado con un alto riesgo de cancer de mama y su malignidad.

Existen diversos reportes que relacionan a HMMR, junto a otro conjunto de genes, como
antigeno asociado a leucemia mieloblastica aguda. Jochen Greiner y su equipo de
investigacion encontraron expresion de mRNA de HMMR en pacientes con LAM a
diferencia de individuos sanos. Fuertes niveles de expresiéon fueron encontrados

solamente en testiculos, placeta y timo.

Por lo tanto, terapias inmunologicas dirigidas a HMMR podrian no solo apuntar a un
antigeno inmunogénico sino también, a un gen criticamente implicado en el ciclo celular,

diferenciacion y proliferacion celular.

CENPE (Centromere Protein E)

Se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 4, en la posicidon 24-25. Su
tamano es de aproximadamente 92,604bases. Existen reportes de 2 variantes posibles de
este gen producidas por splicing alternativo de 2701 y 2580 aa respectivamente. Una de
proteinas codificadas por este gen pesa aproximadamente 312kDA; es una proteina
motora tipo quinesina que se acumula en la fase G2 del ciclo celular. A diferencia de otras
proteinas asociadas a centromeros, no esta presente durante la interfase y aparece por

primera vez en la region del centrdmero de los cromosomas durante la prometafase. Se
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propone a CENPE para ser uno de los motores responsables del movimiento de

cromosomas de mamiferos y/o alargamiento del huso mitético.

CENPE se ha visto implicado en el checkpoint mitético (figura 10) el cual funciona como
regulador del ciclo celular en el cual, si los cinetocoros no se encuentran unidos a los

microtubulos, el ciclo celular se detiene y la célula no puede dividirse.

Prophase Prometaphase Metaphase Anaphase A Anaphase B Telophase

AETNP NI NENESIC
)&y &P\ g @

Mitotic checkpoint
active

IO

@ Unattached kinetochore, generating checkpoint signal
(O Aftached kinetochora

Figura 10. Fases del clico celular. En la prometafase los cinetocoros (esferas rojas) se unen de cada lado a
las cromatides hermanas (lineas azules) y esto permite que sean captados por los microtibulos (lineas
verdes). En ese momento el checkpoint se activa, una vez que los cinetocoros estan unidos a los microtubulos

(esferas blancas) el checkpoint se desactiva permitiendo a la célula pase a la siguiente fase del ciclo celular.

La proteina de CENPE es la encargada de capturar los cinetocoros que estan sueltos
(figura 11), lo que aumenta la estabilidad cromosdmica y evita la aneuploidia debido a la
posible pérdida de un solo cromosoma (Kops, Weaver, & Cleveland, 2005). Se requiere la
unién de CENPE con BubR1, MAD1 y MAD2 para el control en el checkpoint mitético y
unir a los cinetocoros que estan sueltos (Weaver, Bonday, Putkey, Kops, Silk, &
Cleveland, 2003).

a Prometaphase

b Metaphase
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¢ Anaphase A P

Figura 11. Actividad receptora de CENPE metafase. a) La union de los cinetocoros en la
profase/prometafase temprana recluta diversas proteinas, entre ellos CENPE, con cinetocoros no unidos. La
actividad de cinasa de BUBR1 es esencial para la sefalizacion del checkpoint en la profase y es activada al
unirse con CENPE. La presencia de CENPE vy la funcionalidad del complejo proteico presente en este punto,
es vital para la unién de los cinetocoros lo que permitira a la célula pasar de la profase a la metafase. b)
Debido a que cada par de cinetocoros hermanos ataca a los microtubulos, estos generan tension que los
estira y el inhibidor del checkpoint es silenciado por esos mismos cinetocoros. Al menos uno de los conectores
transductores de la sefial es CENPE, el cual directamente captura los microtubulos del cinetocoro y al hacerlo
silencia la actividad de BURB1. c) Después del silenciamiento de la sefializaciéon en cada cinetocoro y la
rotacion del inhibidor que transmite la sefial de espera, APC/c mediada por ubiquitinacion de securina y ciclina

B1, y la posterior degradacién por el proteosoma desencadena la entrada a anafase en el ciclo celular.

Se sabe que la aneuploidia no es un factor determinante en el desarrollo de cancer, sin
embargo es un factor muy influyente, pues los productos mutados de los alelos de la
mayoria de los oncogenes o genes supresores de tumores tienen efectos sobre la
proliferacién y supervivencia celular. Por otro lado, la capacidad de una célula de
redistribuir sus cromosomas enteros facilita la tumorigénesis mediante el aumento de la
pérdida de heterocigocidad de un gen supresor de tumores. O esta capacidad podria, en
efecto, amplificar un oncogén mediante la duplicacion del cromosoma que alberga el alelo
mutado (Kops, Weaver, & Cleveland, 2005).

JUSTIFICACION

La LLA es una de las neoplasias mas comunes en pacientes pediatricos a nivel mundial
pues representa cerca del 30% de las neoplasias pediatricas. Un porcentaje de los
pacientes en fase de remision sufre al menos una recaida, mientras que otro porcentaje
fallece a causa de la LLA. En la actualidad se sabe que el desarrollo de esta enfermedad
es multifactorial sin embargo, estudios recientes han demostrado que el splicing
alternativo puede ser una de las causas; debido a la gran cantidad de procesos y
funciones bioldgicas que se ven directamente influenciadas por la presencia, ausencia o

cambio de las proteinas codificadas por los genes.
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Como resultado de un trabajo previo realizado en el laboratorio de Oncologia
Experimental del INP, se encontré que los genes HMMR y CENPE estan implicados en
procesos de splicing alternativo y a su vez, en procesos neoplasicos. Sin embargo la
influencia de dichos genes en la LLA es aun desconocida. Este trabajo tiene como
propésito identificar las variantes de mMRNA de dichos genes presentes en este tipo de
neoplasia, asi como sentar las bases acerca de su potencial como marcadores

moleculares.

HIPOTESIS
Se encontraran variantes de mRNA de HMMR y CENPE, en muestras de mRNA obtenido

de aspirado de médula ésea de pacientes pediatricos con LLA, cuya presencia o ausencia

podria tener un potencial papel en el pronéstico de los pacientes ante la neoplasia.

OBJETIVO GENERAL

Identificar la expresion de variantes de mRNA en pacientes pediatricos con Leucemia

Linfoblastica Aguda.

Objetivos particulares

Obtener cDNA mediante RT-PCR de muestras de RNA total, a partir de muestras de

aspirado de médula 6sea.

Determinar la presencia o ausencia de variantes de mensajero en pacientes con LLA, de
los HMMR y CENPE.

Identificar las caracteristicas clinicas de los pacientes.

Relacionar la expresion de las variantes de HMMR y CENPE en las muestras de LLA, con

los datos clinicos de los pacientes.
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MATERIALES Y METODOS

Seleccion de muestras

A partir de la relaciéon de muestras de RNA obtenidas de médula dsea en el laboratorio, se
seleccionaron todos aquellos pacientes con diagndstico de leucemia aguda linfoblastica
tipo B, asi como aquellos cuyo diagnéstico no estaba especificado y se realizé una

revision de los expedientes clinicos de dichos pacientes.

Se revisaron los expedientes vaciando los datos en una base que se disefid para el
estudio (tabla 7). Los diagnosticos se corroboraron para evitar que se incluyeran
pacientes con diagndstico diferente a LLA y poder actualizar la base de datos del
laboratorio de aquellos cuyo diagndstico no se conocia. Las muestras consideradas para
el estudio, fueron aquellas que contaban con el expediente clinico completo para nuestra

base de datos.

Tabla 7. Informacién contenida en la base de datos

1) Vial (ID del 2) Numero de
_ _ 3) Género (Mo F)
laboratorio) expediente
4) Edad al momento del | 5) Fecha de o
. o . o 6) Diagnostico
diagndstico diagndstico

. _ 9) Respuesta a la aplicacion
7) Edad de defuncién 8) Fecha de defuncién .
de la Ventana de Esteroides

11) Induccion a . . .
10) %Blastos o 12) Reinduccion (Si o No)
remision

14) Fecha inicio
13) Numero de

Ventana de 15) Fecha 1ra reinduccion
Reinducciones (recaidas) .
Esteroides.
. 17) Fecha 2da _ .
16) Dias a la 1ra reind. _ . 18) Dias a la 2da reinduccion
reinduccion
19) Fecha 3ra 20) Dias a la 3ra _ N
_ N 21) Fecha 4ta reinduccion
reinduccion. reinduccion.
22) Dias a la 4ta 23) Fecha ultima 24) Dias a la ultima consulta
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reinduccion. consulta

25) Dias a la defuncion

Obtencion de cDNA

Se cuantificé la concentracion de RNA en las muestras de los pacientes seleccionados
(aquellos con diagndstico de LLA y expediente clinico completo). Dichas muestras de
RNA se extrajeron por el personal del banco de tejidos a partir de muestras de aspirado
de médula 6sea, que se hizo a los pacientes como proceso de rutina para el diagnéstico
diferencial del tipo de LLA.

Las muestras se cuantificaron en el espectrofotometro (NanoDrop1000) de acuerdo a las
instrucciones de uso del equipo. La concentraciéon de las muestras se midié en ng/uL. Se
considerd la relacién 260/280 para descartar impurezas como DNA o moléculas
residuales del proceso de extraccion y asegurar que las muestras estuvieran lo mas puras
posibles. De todas las muestras que se cuantificaron, se incluyeron aquellas cuya
concentracién de RNA fuera mayor o igual a 100ng/uL, esto fue debido a la sensibilidad
del proceso de retrotrascripcion. Es decir, en nuestro estudio se incluyeron las muestras

con expediente clinico completo y con suficiente RNA para la obtencién de cDNA.

Una vez seleccionadas las muestras de RNA, se obtuvo cDNA mediante una RT-PCR de
dos pasos con kit (High Capacity cDNA Reverse Transcription®) siguiendo las

instrucciones del fabricante. Los pasos en la RT-PCR se sefialan en la tabla 8.

Tabla 8. Pasos de RT-PCR

PASO ALICUOTAS CONDICIONES

1uL de enzima (DNAsa
5u/uL), 1uL buffer de
DNAsa (10X) volumen

DNAsa 37°C/30min
necesario de RNA para
obtener 2ug/pL de cDNA.
H20 inyectable cbp 10uL
DNAsa (detener reaccion) | 1uL de EDTA a cada tubo 65°C/10min
Buffer RT10x (2uL), mix de 25°C/10min, 37°C/120min,

Retrotranscripcion _
dNTP’s 25x (0.8uL), 85°C/5min
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MultiScribe RT (1uL) y agua
inyectable (3.2uL)

Todas las muestras se homogenizaron después de agregar cada alicuota, para esto se

colocaron en el Vértex 3seg y se centrifugaron 5seg/3000rpm.

Por ultimo se duplicé el volumen de cada tubo con agua inyectable para llevar la

concentracion final del cDNA a 2ug/uL.

Para asegurar que el cDNA fuera amplificable, y asi evitar falsos negativos, se hizo una
PCR de punto final para un gen constitutivo (RPL4) para las muestras y un control
negativo con las condiciones indicadas en la tabla 9. Las muestras y el control negativo,

se corrieron un gel de agarosa (2%, 70v, 60min).
Ampilificacion de los genes de interés por PCR de punto final.

Amplificacion de HMMR
Para evaluar la expresién de HMMR en las muestras de leucemia, se hizo una PCR de
punto final. Los primers fueron disefiados previamente en el laboratorio con herramientas

bioinformaticas, las secuencias de los primers que se utilizaron fueron:

Forward 5’ ATC CGC ATT CAG TTG TCG AGG AGT 3’

Reverse 5’ AGT GC GCATTT AGC CTT GCT TCC 3’

El fragmento amplificado del gen se muestra en la figura 12, dicho fragmento fue
seleccionado, pues en trabajos previos en el laboratorio se determiné que era una de las

zonas con alta actividad de splicing.

ATT AAAAA
EXON 4
EXON 3 EXON 5 '
B ==

Figura 11. Localizaciéon de los primers para HMMR dentro del cDNA. Las flechas blancas indican el sitio
de reconocimiento de los primers utilizados. Los codones en los extremos representan las secuencias de
inicio y término del gen completo.

Las reacciones de PCR se realizaron en tubos eppendorf (200uL) con las alicuotas y a las

condiciones indicadas en la tabla 9, y se etiquetaron respectivamente.
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Amplificacion de CENPE
Por otro lado la PCR de punto final para la expresion de CENPE se realizdé con las
siguientes secuencias de primers, los cuales fueron previamente disefiados en el

laboratorio.

Forward 5’ GGA AGA CCA GAT TAA GAA GCT ACA GG 3’

Reverse 5’ CTC TTT CCT CAG CCT TTCTACTTCAG 3’

La secuencia amplificada del cDNA con los primers, se muestra en la figura 13.

ACC AAAAA
EXON 20
' EXON 19 EXON 21

L
= |

Figura 13. Localizacion de los primers para CENPE dentro del cDNA. Las flechas blancas representan el
sitio reconocido por los primers disefados. Los codones en los extremos representan las secuencias de inicio
y término del gen completo.

Todos los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa que se prepararon con

Buffer TBE al 2%(m/v) y se corrieron a 70v durante 60min.

Tabla 9. Condiciones para la PCR utilizados.

GEN ALiCUOTAS CONDICIONES
TERMOCICLADOR
3uL de buffer, 2.5uL de
MgClI (1mM), 1uL de
dNTP’s (10mM), 0.5uL de 94°C/7min, [94°C/1min,
RPL4 Primers (Forward/Reverse, 61°C/1min, 72°C/75seqg] 40
25mM), 0.15uL de Taq Pol ciclos, 72°C/10min
(5u/pL) y agua inyectable
c.b.p. 23uL
3uL de buffer, 2.5uL de
MgCI (1mM), 1uL de 94°C/7min, [94°C/1min,
HMMR dNTP’s (10mM), 0.5uL de 61°C/1:15min, 72°C/75seq]
Primers (Forward/Reverse, 40 ciclos, 72°C/10min
25mM), 0.15uL de Taq Pol
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(5u/uL) y agua inyectable
c.b.p. 23pL. Se agregaron
2uL de cDNA (200 ng)

3uL de buffer, 4uL de MgCl
(1mM), 1uL de dNTP’s _ _
] 94°C/7min, [94°C/1min,

(10mM), 0.5uL de Primers _

CENPE 60°C/1min, 72°C/75seg] 40
(Forward/Reverse, 26mM), _ _

ciclos, 72°C/10min

0.15uL de Taq Pol (5u/uL) y

agua inyectable c.b.p. 23uL

Secuenciacion

Los productos de PCR fueron separados por electroforesis al 2% mediante un kit de
extraccidon de geles. Los productos se parados se marcaron con el kit de secuenciacién
BigDye Terminator 3.1 y posteriormente se corrieron en el secuenciador automatizado de

Applied Biosystems de acuerdo a lo reportado en la literatura.

Cuantificacion relativa

Se realiz6 una cuantificacion relativa de DNA en los geles de agarosa, utilizando el
programa ImageJ, de la expresion de HMMR respecto a la de RPL4, el cual utiliza la
imagen en escala de grises y mediante un algoritmo basado en la intensidad de la imagen

(banda) obtiene el area bajo la curva de dicho fragmento de la imagen.

Cuantificamos la expresién del gen RPL4 de cada una de las muestras como control.

Posteriormente se cuantifico la expresion de cada una de las muestras positivas a HMMR

Una vez que se obtuvieron las areas para ambos genes, la cuantificacion relativa se

calculé con el cociente del area de HMMR respecto al de RPL4, con la formula:

_ HMMR
R~ RPL4

Andlisis estadistico
Para determinar el impacto que tiene la expresion de HMMR y CENPE sobre los
pacientes, se compard la expresion de los genes con los siguientes datos empleando las

pruebas estadisticas:

- Estatus del pacientes (vivo o fallecido) a los 3 afios posteriores del

diagnéstico
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- Estado de la enfermedad (vse, vce) a los 3 afios posteriores del
diagnéstico.
- Pronoéstico del paciente.

- Numero de recaidas.

Debido al tamano muestral y el tipo de variables, se realizé una prueba exacta de Fisher
con chi cuadrada, en la que se considero la expresion de HMMR o CENPE con el estatus

del paciente, estado de la enfermedad y el prondstico.

Para evaluar las recaidas respecto la expresion de los genes, se realizé un analisis de 1

via con chi cuadrada.
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RESULTADOS
Se incluyeron a los pacientes de los cuales se tenia el expediente clinico completo con los
datos sefialados en la tabla 6. Posteriormente se excluy6 a los pacientes cuya muestra de

RNA fuera menor a 100ng/uL (requerimiento indispensable para la obtencion de cDNA).

La tabla 10 es un ejemplo de la base de datos construida con la informacién de los
expedientes clinicos (anexo 1), con las muestras que cumplian con todos los criterios de

inclusion, los cuales fueron descritos en la metodologia.

Tabla 10. Base de datos (muestra).
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Inicialmente se contaba con 71 muestras de aspirado de médula 6sea, conforme se
fueron revisando los expedientes clinicos de los pacientes y las concentraciones de RNA,
este numero se redujo pues en algunos casos, el expediente clinico no estaba completo,
el RNA disponible era de mala calidad o insuficiente para obtener 2ug/uL de cDNA. El

total de muestras utilizadas en el estudio fue de 31 (tabla 11).

Posterior a la revision de expedientes clinicos y la cuantificacion de RNA total presente en
las muestras, se obtuvo cDNA mediante RT-PCR vy se verifico la expresion del gen RPL4,
un gen constitutivo, que ayudaria a confirmar que las muestras fueran amplificables y
evitar falsos negativos. Como se puede observar en la imagen del gel (figura 14), la
expresion de este gen varia de una muestra a otra. Esto puede deberse principalmente a
la cantidad de transcritos presentes en las muestras, lo que podria sugerir que existe
heterogeneidad de las células transformadas. Sin embargo se puede observar una clara

expresion en cada una de las muestras.

La tabla 12 sefala la cantidad de muestras que resultaron positivas, al menos para una

variante, para HMMR, CENPE y las muestras que resultaron positivas a ambos genes.

Tabla 11. Relacién de la cantidad de muestras.

Muestras Cantidad

Totales de LLA (antes de la revision de expedientes) 71

Incluidas en el estudio (después de la revision de expedientes y que 31

cumplieron con los requisitos de inclusion)
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Tabla 12. Resultados de la expresiéon por gen.

Expresion ()] % |[(-)| %
HMMR 11 | 35.48 | 20 | 64.52
CENPE 12 [ 38.71| 19 | 61.29
HMMR-CENPE | 7 |2258 | 24 | 77.42
__PM (-) 126128 130132 139 141 142 144 157 164 173
<, [400
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Figura 14. Productos de PCR de HMMR. Expresion de genes de las 31 muestras utilizadas en el estudio.

Productos corridos en geles de agarosa al 2%, 70v, 60min. Se puede observar la variedad en la expresion

entre cada muestra.

Los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa al 2%/70v/60min y se revelaron
en el transiluminador. La expresion (ausencia o presencia) se notd claramente, pues en el

caso de HMMR no todas las muestras fueron positivas y observamos para aquellas que si

lo fueron,

banda inferior. A continuacion, las bandas expresadas de HMMR fueron purificadas del
gel y secuenciadas. Las dos bandas obtenidas por expresién de HMMR mostraron que los

amplicones pertenecen a dos variantes de mRNA, las cuales se alinearon con respecto a

todas presentaron dos bandas siendo la superior de mayor intensidad que la
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las secuencias reportadas en el NCBI. El resultado del alineamiento muestra que e
amplicén de mayor tamafio corresponde a la variante 1, mientras que el mas pequefio

corresponde a la variante 3 del gen (figura 15).

A B
AAGICTTICGGAATCAAAGAAGGAATCTCA AGTCTTICGGAATCAAAGATTCGTIGTTICTITC
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ACATGTCCTTTCCTAAGGCGCCCTTGAAACGATTCAATGACCCTTCTGGTTGTGCACCAT
ACATGTCCTTTCCTAAGGCGCCCTTGAAACGATTCAATGACCCTTCTGGTTGTGCACCAT
ACATGTCCTTTCCTAAGGCGCCCTTGAAACGATTCAATGACCCTTCTGGTTGTGCACCAT
ACATGTCCTTTCCTAAGGCGCCCTTGAAACGATTCAATGACCCTTCTGGTTGTGCACCAT
ACATGTCCTTTCCTAAGGCGCCCTTGAAACGATTCAATGACCCTTCTGGTTGTGCACCAT
ACATGTCCTTTCCTAAGGCGCCCTTGAAACGATTCAATGACCCTTCT-————————————

hhkhkhkhkhkhhkhkkhkrhhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhhkrhkhkrhkkhkhkhhkhkhkrxkhkhkxkhkkxkxk

CTCCAGGTGCTTATGATGTTAAAACTTTAGAAGTATTGAAAGGACCAGTATCCTTTCAGA
CTCCAGGTGCTTATGATGTTAAAACTTTAGAAGTATTGAAAGGACCAGTATCCTTTCAGA
CTCCAGGTGCTTATGATGTTAAAACTTTAGAAGTATTGAAAGGACCAGTATCCTTTCAGA
CTCCAGGTGCTTATGATGTTAAAACTTTAGAAGTATTGAAAGGACCAGTATCCTTTCAGA
CTCCAGGTGCTTATGATGTTAAAACTTTAGAAGTATTGAAAGGACCAGTATCCTTTCAGA

AATCACAAAGATTTAAACAACAAAAAGAATCTAAACAAAATCTTAATGTTGACAAAGATA
AATCACAAAGATTTAAACAACAAAAAGAATCTAAACAAAATCTTAATGTTGACAAAGATA
AATCACAAAGATTTAAACAACAAAAAGAATCTAAACAAAATCTTAATGTTGACAAAGATA
AATCACAAAGATTTAAACAACAAAAAGAATCTAAACAAAATCTTAATGTTGACAAAGATA
AATCACAAAGATTTAAACAACAAAAAGAATCTAAACAAAATCTTAATGTTGACAAAGATA

CTACCTTGCCTGCTTCAGCTAGAAAAGTTAAGTCTTCGGAATCAAAGAAGGAATCTCAAA
CTACCTTGCCTGCTTCAGCTAGAAAAGTTAAGTCTTCGGAATCAAA-—————————————
CTACCTTGCCTGCTTCAGCTAGAAAAGTTAAGTCTTCGGAATCAAAGAAGGAATCTCAAA
CTACCTTGCCTGCTTCAGCTAGAAAAGTTAAGTCTTCGGAATCAAAGAAGGAATCTCAAA
CTACCTTGCCTGCTTCAGCTAGAAAAGTTAAGTCTTCGGAATCAAA-—————————————

AGAATGATAAAGATTTGAAGATATTAGAGAAAGAGATTTCTGTTCTTCTACAGGAACGTG
—————————————————————————————————— GATTCGTGTTCTTCTACAGGAACGTG
AGAATGATAAAGATTTGAAGATATTAGAGAAAGAGATTCGTGTTCTTCTACAGGAACGTG
AGAATGATAAAGATTTGAAGATATTAGAGAAAGAGATTCGTGTTCTTCTACAGGAACGTG
—————————————————————————————————— GATTCGTGTTCTTCTACAGGAACGTG
—————————————————————————————————— GATTCGTGTTCTTCTACAGGAACGTG

* Kk k Kx kA hkhkrhkkhkrkkkhkkrkkxkk*x

GTGCCCA-GACAGGCGGATCCAGGAACTGGAAACTGA-TTGGAAAAGATGGAA-CAAGGC
GTGCCCAGGACAGGCGGATCCAGGATCTGGAAACTGAGTTGGAAAAGATGGAAGCAAGGC
GTGCCCAGGACAGGCGGATCCAGGATCTGGAAACTGAGTTGGAAAAGATGGAAGCAAGGC
GTGCCCAGGACAGGCGGATCCAGGATCTGGAAACTGAGTTGGAAAAGATGGAAGCAAGGC
GTGCCCAGGACAGGCGGATCCAGGATCTGGAAACTGAGTTGGAAAAGATGGAAGCAAGGC
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NM 001142557.1 GTGCCCAGGACAGGCGGATCCAGGATCTGGAAACTGAGTTGGAAAAGATGGAAGCAAGGC

khkhkhkkhhkk Khkhkhkhkhkkhhkhkhhkhkhhkhhkeoehkhkhhkhhdhhkhhdx hhkkhhkhkhkrkhkhhrkhhkhkhkx *hkkhkkk

HMMRV1 TAAATGCTGCACT A= — == === === = m - m o
HMMRV3 TAAATGCTGCAC T —— === === = = — oo
NM 001142556.1 TAAATGCTGCACTAAGGGAAAAAACATCTCTCTCTGCAAATAATGCTACACTGGAAAAAC
NM 012484.2 TAAATGCTGCACTAAGGGAAAAAACATCTCTCTCTGCAAATAATGCTACACTGGAAAAAC
NM 012485.2 TAAATGCTGCACTAAGGGAAAAAACATCTCTCTCTGCAAATAATGCTACACTGGAAAAAC

NM 001142557.1 TAAATGCTGCACTAAGGGAAAAAACATCTCTCTCTGCAAATAATGCTACACTGGAAAAAC

Kk Ak Kk kkhkkkkkkkkk

Figura 15. Secuenciacion de los productos de PCR para la expresion de HMMR. A) Secuencia
perteneciente a la variante 1 de HMMR, la flecha indica el sitio de splicing constitutivo (unién de exones 1y 2).
B) Secuenciacion del amplicén de menor tamafio, que pertenece a la variante 3 de HMMR, la flecha indica el
sitio de splicing alternativo donde se corta un exén (union de exones 3 y 5). C) Alineamiento de las secuencias

reportadas en el NCBI de HMMR y las secuencias expresadas en los pacientes con LLA.

Ya que se tenia identificadas las secuencias de cada amplicén, y comparando las
secuencias se realizd el modelo de splicing alternativo que presentan los pacientes con
LLA para HMMR (Figura 16).

AN

EXON 3 EXON 4 EXON 5

Figura 16. Modelo de splicing alternativo de HMMR en pacientes con LLA. A) La linea negra representa
el splicing constitutivo para HMMR permitiendo la union de los exones 3,4 y 5 lo cual corresponde a la variante

1. El splicing alternativo (linea azul) promueve la union de los exones 3 y 5.

Al igual que para HMMR, se corrieron los productos de PCR para CENPE en las mismas
condiciones, en este caso se observo una heterogeneidad en la expresién del gen pues
algunas muestras unicamente expresaron una banda, ambas bandas o en otros casos
ninguna (figura 17).
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Figura 17. Productos de PCR de CENPE. Expresion del gene de las 31 muestras utilizadas en el estudio.
Productos corridos en geles de agarosa al 2%, 70v, 60min. Se puede observar la variedad en la expresion

entre cada muestra.

A continuacion, las bandas de expresion de CENPE fueron purificadas del gel y
secuenciadas. En lo que respecta a CENPE, es importante sefialar que el disefio previo
de los primers se realizd considerando la identificacién Unicamente de una variante del
gen, sin embargo nuestros resultados revelan la presencia de dos amplicones, sugiriendo
asi la presencia de un transcrito no reportado. Debido a esto, los productos de PCR
encontrados en las muestras se purificaron y después se secuenciaron. Las secuencias
revelaron la presencia de dos transcritos del gen; el mayor un tamafo de 500 pb y el

menor de 400 pb aproximadamente (figura 18).

AGCTGAAGGAGAAAATGATTTGCTCTGTAATT AGCTGAAGGAGAAAAT GQAAAGAACTTGCAACT.

C

CENPE TCATACTCATTGGAA-GCATTGAAGACCCAAAACAAATGAAGCAGACTCTGTTTGATGCT
C500 TCATACTCATTGGAAAGCATTGAAGACCCAAAACMAATGAAGCAGACTCTGTTTGATGCT
NM 001813 TCATACTCATTGGAAAGCATTGAAGACCCAAAACAAATGAAGCAGACTCTGTTTGATGCT
NM 001286734 TCATACTCATTGGAAAGCATTGAAGACCCAAAACAAATGAAGCAGACTCTGTTTGATGCT
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Figura 18. Secuenciacion de los productos de PCR para la expresion de CENPE. A) Secuencia del
producto mayor de PCR; muestra la expresion constitutiva de CENPE. Las flechas azules indican el sitio de
splicing donde se unen los exones y se produce el splicing constitutivo, mientras que en la figura de la
izquierda se da el corte del exdn produciendo el splicing el alternativo mediante la union de los exones 19 y
20. B) Producto de la secuenciacion del producto de menor tamario, la flecha indica el sitio alternativo de

splicing y la unién de los exones 19 y 21. C) Alineamiento de secuencias reportadas en el NCBI y las

GAAACTGTAGCCCTTGATGCCAAGAGAGAATCAGCCTTTCTTAGAAGTGAAAATCTGGAG
GAAACTGTAGCCCTTGATGCCAAGAGAGAATCAGCCTTTCTTAGAAGTGAAAATCTGGAG
GAAACTGTAGCCCTTGATGCCAAGAGAGAATCAGCCTTTCTTAGAAGTGAAAATCTGGAG
GAAACTGTAGCCCTTGATGCCAAGAGAGAATCAGCCTTTCTTAGAAGTGAAAATCTGGAG

CTGARGGAGAAAAT ——— === = = = = oo oo o
CTGAAGGAGAAAATGAAAGAACTTGCAACTACATACAAGCAAATGGAAARATGATATTCAG
CTGAAGGAGAAAATGAAAGAACTTGCAACTACATACAAGCAAATGGAAAATGATATTCAG
CTGAAGGAGAAAATGAAAGAACTTGCAACTACATACAAGCAAATGGAAARATGATATTCAG

TTATATCAAAGCCARTTGGAGGCAAAAAAGAAAATGCAAGTTGATCTGGAGAAAGAATTA
TTATATCAAAGCCAGTTGGAGGCAAAAAAGAAAATGCAAGTTGATCTGGAGAAAGAATTA
TTATATCAAAGCCAGTTGGAGGCAAAAAAGAAAATGCAAGTTGATCTGGAGAAAGAATTA

CAATCTGCTTTTAATGAGATAACAAAACTCACCTCCCTTATAGATGGCAAAGTTCCAAAA
CAATCTGCTTTTAATGAGATAACAAAACTCACCTCCCTTATAGATGGCAAAGTTCCAAAA
CAATCTGCTTTTAATGAGATAACAAAACTCACCTCCCTTATAGATGGCAAAGTTCCAAAA

GATTTGCTCTGTAATTTGGAATTGGAAGGAAA-———————————————————————————
GATTTGCTCTGTAATTTGGAATTGGAAGGAAAGATTACTGATCTTCARAAAGAACTAAAT
GATTTGCTCTGTAATTTGGAATTGGAAGGAAAGATTACTGATCTTCAGAAAGAACTAAAT
GATTTGCTCTGTAATTTGGAATTGGAAGGAAAGATTACTGATCTTCAGAAAGAACTAAAT

AAAGAAGTTGAAGAAAATGAAGCTTTGCGGGAAGAAGTCATTTTGCTTTCAGAATTGAAA
AAAGAAGTTGAAGAAAATGAAGCTTTGCGGGAAGAAGTCATTTTGCTTTCAGAATTGAAA

secuencias obtenidas de los productos de PCR en muestras con LLA.

Posterior al alineamiento de las secuencias, y una vez identificado el sitio donde se

producia el splicng alternativo, se disefid el modelo de splicing para estas dos variantes

de CENPE (figura 19).
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T

Figura 19. Modelo de splicing alternativo de CENPE en pacientes con LLA. El splicing constitutivo para
CENPE (linea negra) promueve la union entre los exones 19, 20 y 21 correspondiente a la variante 1, la de
mayor tamario. La unién de los exones 19 y 21 corresponde al splicing alternativo (linea azul) dando origen a

la variante de menor tamano.

Una vez identificadas las variantes en las muestras de LLA para ambos genes, nos
preguntamos si la ausencia o presencia, asi como la diferencia en la expresion de las
variantes de mRNA, tendria un impacto directo con las caracteristicas clinicas de los

pacientes, obtenidas a partir de los expedientes clinicos.

Para ello, a partir de los datos en nuestra base, seleccionamos aquellos que resultan mas
representativos tanto en el diagndstico como el prondstico de los pacientes; dichos datos
son: sexo del paciente, estatus del paciente al momento de la revision, respuesta a la
ventana de esteroides, induccion a la remision y nimero de reinducciones (Figuras 20 a
25).

El primer dato a considerar fue el sexo, ya que se sabe que la LLA se presenta con mayor
frecuencia en hombres, quisimos evaluar si existe alguna relacion entre la expresiéon de
los genes con el género masculino y por ende, la frecuencia en la epidemiologia de la
enfermedad. Para esto realizamos una grafica comparativa de la expresion de HMMR y
CENPE con el género de los pacientes (figura 20). Aunado a esto, consideramos la

expresion de ambos genes al mismo tiempo (H-C, en la gréfica).
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Figura 20. Relacion de pacientes por sexo respecto la expresion de HMMR, CENPE y HMMR-CENPE.
Se puede observar mayor cantidad de pacientes masculinos en relacion con las mujeres. (+) Expresion
positiva de las variantes del gen, (-) expresion negativa de alguna variante; H-C expresion simultanea de

ambos genes.

Al momento de realizar la revision de los expedientes clinicos, pudimos notar que habia
algunos pacientes que habian fallecido. Por lo que ademas del género del paciente
quisimos evaluar el impacto de la expresion de HMMR y CENPE en la mortalidad de la
enfermedad (figura 21), evaluando la condicién que presentaban los pacientes en los 3
afos posteriores al haberse diagnosticado la neoplasia 0 en su defecto, si ya habia
fallecido. Por lo que comparamos la ausencia (-) o presencia (+) de las variantes con la

condicion de los pacientes (vivo o muerto).
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Figura 21. Relacion de pacientes vivos y fallecidos respecto la expresion de HMMR, CENPE Y HMMR-
CENPE. Se observa una mayor cantidad de pacientes vivos HMMR y CENPE negativos. (+) Expresién
positiva de las variantes del gen, (-) expresion negativa de alguna variante; H-C expresién simultanea de

ambos genes.

Dado que la condicidon general de los pacientes no reflejaba una influencia contundente
con la expresién de las variantes, evaluamos de manera mas especifica la relaciéon con el

estatus de los pacientes en los 3 afos posteriores al diagndstico. Por lo que
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consideramos si los pacientes que ya habian fallecido en ese lapso de tiempo, lo hicieron
a causa de la enfermedad (McE), posterior a su remision completa (MsE) y en el caso de
los pacientes vivos si habian alcanzado la remision completa (VsE) o aun no (VcE). Como
resultado de la comparacion se puede observar a primera instancia que aquellos
pacientes que no expresan ninguno de los dos genes (por separado o al mismo tiempo)

presentan un mejor pronostico frente a la enfermedad (Figura 22).

30
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HEEEE
E o HMMR
2 (+) HMMR (-)| CENPE (+)| CENPE (-)| H-C(+) | H-C(-)
B MsE 1 1 1 0
McE 3 3 1
HVcE 3 5 3 p
m VsE 4 12 3 13 5 14

Figura 22. Relacion del estatus del paciente, al momento de la revision de expedientes, respecto la
expresion de los genes HMMR, CENPE y HMMR-CENPE. MsE: Muerto sin enfermedad, McE, muerto a
causa de la enfermedad, VcE: vivo con enfermedad, VsE: vivo con remisidn completa (sano). Se presenta una

mayor cantidad de pacientes VsE para HMMR y CENPE negativos.

Por otro lado evaluamos la relacién de la expresion de los genes con la respuesta a la
ventana de esteroides. Esta etapa del tratamiento es importante ya que da una idea al
médico sobre el tipo de tratamiento quimioterapéutico que se aplicara a los pacientes.
Como ya se mencion6 anteriormente, la ventana de esteroides es un tratamiento inicial
que se aplica a los pacientes con la finalidad de disminuir los blastos presentes en MO.
Una vez que se logra disminuir el porcentaje de células inmaduras se inicia el esquema

de tratamiento quimioterapéutico elegido por el médico.

Cerca del 80 al 85% de los pacientes que expresan alguno de los dos genes tuvieron una
respuesta a la dosis de esteroides, sin embargo esta relacion se mantiene para aquellos
pacientes que no expresan ninguno de los dos genes (figura 23). El analisis de la
expresion de ambos genes se puede observar que la relacion cambia en forma
considerable sin embargo, al compararla con la relacién de aquellos que no expresan los

genes al mismo tiempo no se observa mucho cambio.
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Figura 23. Expresion de HMMR, CENPE y HMMR-CENPE respecto a la respuesta a la ventana de

esteroides. La mayoria de los pacientes respondieron adecuadamente al tratamiento con esteroides.

La primera etapa del tratamiento es la induccion a remision la cual tiene por objetivo la
desaparicion completa de la leucemia detectable en la medula 6sea es decir, que menos
del 5% de los “blastos” de la leucemia permanecen en la medula 6sea y el conteo
sanguineo se considera normal. Es por esto que se evalud la relaciéon de la expresion de
variantes de mRNA con este dato clinico; y observamos que la mayoria de los pacientes
que no expresaron ninguna de las dos variantes de HMMR o CENPE, lograron en un 75%

disminuir la cantidad de blastos (figura 24).
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Figura 24. Relacion de pacientes con induccion a la remisién con la expresion de los genes de interés.
Los pacientes que presentan induccion a la remision son en general, aquellos que no presentaron expresion

de ningun gen.

Por ultimo evaluamos uno de los factores que refleja la evolucidon del paciente ante el
tratamiento e indica el prondstico del mismo, la presencia de una o mas reinducciones. Al

realizar la grafica comparativa entre la expresion y la presencia de al menos una
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reinduccion (figura 25), pudimos observar que cerca del 70% de los pacientes HMMR y

CENPE negativos presentaron al menos una reinduccion durante el periodo de estudio.

Por otro lado observamos que este porcentaje disminuye para aquellos pacientes

positivos a la expresion de los genes, otorgando quiza, un factor protector ante las

reinducciones.
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Figura 25. Relacion de reinduccion respecto positividad o negatividad de la expresién de los genes.

Existe una relacion casi del 50% de pacientes que expresaron alguno de los dos genes y presentaron o no

alguna reinduccién, por otro lado, la proporcién de pacientes.

Posterior a esto se realizd la cuantificacion relativa de DNA en los geles de agarosa,

utilizando el programa Imaged, se determiné la expresion relativa de HMMR respecto a la

de RPL4, el cual utiliza el area bajo la curva de la banda expresada en el gel. Se

cuantifico la expresién del gen RPL4 de cada una de las muestras y se utiliz6 como

control para realizar la cuantificacion relativa. Cuantificamos la expresion de cada una de

las muestras positivas a HMMR y se calculd la cuantificacion relativa. Cabe sefalar que la

cuantificacion se realizé considerando ambas bandas debido a que todas las muestras las

expresaron (tabla 13).

Tabla 13. Area de la banda en el gel de agarosa. Expresién de RPL4 y HMMR

Muestra RPL4 HMMR
126 3677.841 0
128 4579.426 0
130 11730.841 0
196 11626.598 0
156 4951.719 0
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154 3470.477 0

139 8012.305 5110.986

141 12183.355 0

142 26012.702 14799.326
148 4926.598 0

149 11618.891 0

157 13990.698 0

158 3408.234 0

161 2381.234 0

164 28520.882 0

173 54665.028 6625.619

183 3373.426 0

193 17988.489 0

202 13111.719 10882.861
212 13540.305 6674.326

218 14812.012 5707.305

250 15947.184 3486.326

260 13122.77 6194.175

316 30160.51 11272.489
350 30656.832 25720.225
371 32445-34 0

379 15358.90 0

397 23723.45 0

417 9568.56 0

468 32421.67 0

712 26457.64 11272.489
748 23592.89 0

776 32824.56 0

La tabla 14 muestra los resultados obtenidos de la cuantificacion relativa. Como se puede

observar, la mayoria de las muestras presenta una expresién relativa menor al 50% de

intensidad para HMMR respecto a RPL4.
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Tabla 14. Cuantificacién relativa HUMR/RPL4

MUESTRA | HMMR/RPL4
139 0.5689269
142 0.12120398
164 0.83001024
202 0.49292287
212 0.38531599
218 0.21861703
250 0.47201734
260 0.37374995
316 0.83897204
350 0.63787808
712 0.42605799

Debido a la heterogeneidad en la expresion de CENPE no fue posible realizar la
cuantificacion relativa. Los resultados obtenidos hasta el momento permitieron generar
una idea acerca de cuales eran los datos clinicos potencialmente mas significativos, y nos
permitid descartar los que no presentaron una relacion aparente con la expresion de los

genes y el prondstico de los pacientes, como el sexo.

Ya que se tenia la cuantificacion relativa de los genes de interés, nos preguntamos si

existia la correlacion entre la expresion y las caracteristicas clinicas de los pacientes.

Con base en los datos de expedientes clinicos, el nimero de muestras y el tipo de datos
experimentales, optamos por utilizar ji? con el método de prueba exacta de Fisher en
nuestro analisis estadistico. Esta prueba, se eligi6 ya que permite analizar tamafio de
muestras pequefios y nos permite analizar si dos variables categoricas, resultado de
clasificarlos de diferente manera, estan asociadas entre si. Es decir, nos permitira evaluar

la asociacion de la presencia o ausencia de las variables, respecto al dato clinico elegido.

El primer dato que evaluamos respecto la expresion de los genes fue la condicion del
paciente, es decir si habia fallecido en los primeros 3 afios posteriores al inicio de
tratamiento o pasado este lapso de tiempo aun se encontraban vivos. Los parametro a

considerar en el analisis fue la expresion dicotomica (si = 1 o no = 0) de ambas variantes
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del gen, respecto a si estaba vivo o muerto de acuerdo al dato obtenido del expediente

clinico.

El resultado del analisis para HMMR no mostré relacion alguna entre la expresion de
ambas variantes con la supervivencia de los pacientes en los primeros 3 afos. La tabla 15
(anexo II) muestra el resultado de la prueba de ji cuadrada la cual refleja un resultado de
0.3 y, al no encontrar significado estadistico es necesario evaluar la prueba exacta de
Fisher, esto debido a que nuestro tamafio muestral no es muy grande, como se observa
en los 3 casos, dado el valor de p mayor a 0.05 en todos los casos, es necesario
descartar la hipotesis de que haya asociacion directa entre la expresion de las variantes

con la condicién del paciente.

Al igual que para HMMR, realizamos la prueba estadistica con los resultados de CENPE
para determinar el significado estadistico respecto al estado, considerando de igual
manera la expresion dicotdmica (si = 1 o no = 0). Cabe senalar que debido al nimero de
muestras que expresaron una sola variante, se manejaron los datos tomando en cuenta
unicamente si hubo o no expresion de cualquiera de las dos variantes (tabla 16, anexo Il).
No es posible determinar un significado estadistico de la prueba ji cuadrada pues p >
0.05, por lo que es necesario considerar el resultado de Fisher en donde no se observa
tampoco alguna relacién entre CENPE y la supervivencia de los pacientes a 3 afos

posterior al inicio de tratamiento pues los valores para p > 0.05.

El segundo de los datos clinicos que analizamos fue el estado en que se encontraba el
paciente a los 3 afios a partir del inicio del tratamiento, es decir si el paciente se halld

enfermo o habia alcanzado la remision completa en este lapso de tiempo (tabla 17, anexo

).

Como resultado de la prueba de ji cuadrada para HMMR observamos que el valor de p >
0.05 para la evaluacion de relacién entre la condicion (enfermedad o sanidad) de los
pacientes dentro del lapso a los tres afos. Dado el tamafno muestral es necesario
considerar también el resultado de la prueba de Fisher para confirmar lo anterior. Se
obtuvo una p>0.05 para la hipétesis de enfermedad del paciente con relacion a la
expresion del gen corroborando asi el resultado obtenido de la prueba de ji cuadrada por

lo tanto, no es posible establecer la relacién entre la expresién y la enfermedad.

A continuacion se procedio a hacer el mismo analisis para CENPE (tabla 18).
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A diferencia del resultado anterior, CENPE mostré un valor de p es cercano a 0.05 como
resultado de la prueba de ji cuadrada, lo cual implica que existe una mayor probabilidad
de que los pacientes que expresan ambas o alguna de las variantes, no alcancen la
remisiébn completa a los 3 afios después del diagnéstico. De igual forma se corroboré el
resultado anterior con la prueba de Fisher y puede observar que el resultado de p es
cercano a 0.05 en el caso de que la expresion (si = 1) de las variantes del gen se
encuentra relacion con el estado de enfermedad a los 3 afios posteriores al inicio del

tratamiento.

Tabla 18. Resultado pruebas estadisticas CENPE — enfermedad a 3 aifios

Prueba Ji cuadrado|Prob > Ji cuadrado

Razoén de verosimilitud 3.709 0.0541

Pearson 3.656 0.0559

Prueba exacta de Fisher| Prob.|Hipétesis alternativa

Izquierda 0.9893|Prob (ENF3A_N=1) es mayor para CENPE_di=0 que para 1
Derecha 0.0613|Prob (ENF3A_N=1) es mayor para CENPE_di=1 que para 0
Bilateral 0.0751 (Prob (ENF3A_N=1) es distinta en CENPE_di

El siguiente factor que consideramos fue el pronéstico a 3 afos, el cual incluyd el estatus
y el estado de los pacientes. Consideramos asi, el hecho de que estuvieran vivos o
hubieran fallecido junto con el hecho de presentar o no enfermedad al momento de la

defuncion en este periodo de tiempo.

Los resultados para HMMR no muestran una diferencia significativa entre los pacientes
positivos y negativos a la expresidon de ambas variantes respecto al prondstico en los
primero 3 afios (tabla 19, anexo Il). Sin embargo, cabe sefialar que el resultado de esta
prueba es debatible pues un 20% de los grupos formados contienen a menos de 5
pacientes por lo que no es posible asociar este parametro y no fue requerida ya la prueba
de Fisher.

Para el caso de CENPE se presento6 algo similar pues 20% de los grupos contenian un
rango menor de pacientes sin embargo, se observa una p<0.05 por lo que podemos decir
que existe un significado estadistico entre la expresion de las variantes de CENPE con el
prondstico. En relacion con el resultado obtenido de evaluar solamente la condicion de

enfermedad a los 3 afos (tabla 18)
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Tabla 20. Resultado prueba ji cuadrada para la relacion CENPE — estatus del paciente

Prueba Ji cuadrado |Prob > Ji cuadrado
Razoén de verosimilitud 6.472 0.0393*
Pearson 6.275 0.0434*

Advertencia: el 20% de las celdas tienen un conteo esperado inferior a 5, ji cuadrado
problematico.

De acuerdo con estos resultados podemos inferir que aquellos pacientes que expresan
alguna de las variantes de CENPE presentan un peor diagnéstico que aquellos pacientes
que no lo hacen. Es decir, con base en estos resultados la expresién de CENPE en
pacientes con LLA y considerando los resultados de la enfermedad a 3 anos, se puede
atribuir a CENPE como un marcador de mal prondstico para los pacientes. Sin embargo
es necesario aumentar el nUmero de muestras para esclarecer este primer acercamiento

y establecer un mayor impacto estadistico.

Otro factor muy importante para el prondstico de los pacientes, son las posibles recaidas
que presenten los pacientes pues éstas se consideran como de mal pronéstico (Ortega
Sanchez, Osnaya Ortega, & Rosas Barrientos, Leucemia Linfoblastica Aguda, 2007); lo
que provoca que se deba re-inducir el tratamiento con dosis 0 medicamentos mas fuertes.
Una recaida (reinduccion) se considera cuando el conteo de blastos en médula ésea
sobrepasa el 5% (Campbell B., Ferreiro C., Tordecilla C., Joannon S., Rizzardini L. , &
Rodriguez Z., 1999).

Para evaluar la relaciéon entre la expresion de los genes (HMMR y CENPE) con el numero
de recaidas que presentaron los pacientes, utilizamos la prueba estadistica de Wilcoxon y
Kruskal con ji cuadrada. En dicha prueba las variables a considerar fue la expresion
dicotomica del gen (si = 1, no = 0) respecto la cantidad de recaidas, este numero se

obtuvo tras la revision de los expedientes clinicos.

46



Tabla 21. Resultado prueba relacion HMMR - Recaidas.

RECAIDA
N
.

1 e
0 i D
0 1
HMMR _di

Prueba de dos factores, aproximacién normal
S Z|Prob > |Z]
134| -1.78753 0.0739
Prueba de un factor, aproximacion de ji cuadrado
Ji cuadrado |Grados de libertad |Prob > Ji cuadrado

3.2727 1 0.0704

Primero evaluamos la relacion entre las recaidas y la expresion de HMMR, como se
puede observar en la grafica 21 los pacientes con LLA que expresan ambas variantes del
gen presentan un menor numero de recaidas, si bien el valor de p para esta prueba es de
0.07 siendo cercano a 0.05 puede sugerir un efecto protector de HMMR hacia aquellos
pacientes que expresan ambas variantes, disminuyendo el numero de recaidas dentro de

los primeros 3 afios posteriores al inicio del tratamiento.

Posteriormente evaluamos la relacion entre las recaidas de los pacientes con respecto a
la expresion de alguna o ambas variantes de CENPE encontradas en las muestras de
LLA (tabla 22, anexo II).

Como se puede observar en el valor de probabilidad no existe una diferencia significativa,
al obtener un valor de 0.1, entre los pacientes con LLA que expresan alguna o ambas

variantes de CENPE y aquellos que no lo hacen.

Los resultados anteriores muestran una probable relacion entre la expresion de los genes

y al menos un dato clinico del paciente.
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ANALISIS DE RESULTADOS

El cancer es un problema de salud a nivel mundial muy importante, siendo la Leucemia
Linfoblastica Aguda uno de los tipos mas comunes a nivel pediatrico. Es importante contar
con suficientes herramientas para poder contribuir al diagndstico, pronéstico y tratamiento
de esta neoplasia y asi, poder disminuir la tasa de mortalidad. Pues es un hecho que
aproximadamente el 20% de los pacientes no responde adecuadamente al tratamiento y

el resto de ellos, podra presentar recaidas frecuentes.

Hoy en dia se han podido determinar diversos factores y eventos biolégicos que podrian
ser los causantes del tipo de respuesta que tienen los pacientes ante los tratamientos

anticancerigenos, uno de ellos es el splicing alternativo.

El proceso de splicing alternativo puede dar origen a dos o mas variantes y generar
diversas secuencias de mRNA, que a su vez codifican para diferentes proteinas que
pueden presentar diversas funciones en el organismo. Dichas variaciones pueden ir

desde la pérdida de funcionalidad o influir directamente en la actividad de otras proteinas.

La seleccién de los genes de estudio, surgid a partir de un trabajo realizado previamente
en el laboratorio en el que se efectudé un andlisis de microarreglos de diversos genes
encontrandose HMMR y CENPE como genes potencialmente significativos en un proceso
neoplasico (Juarez Méndez, Zentella Dehesa, Villegas Ruiz, Pérez Gonzalez , & Salcedo,
2013). Se parti6 de muestras de RNA total el cual incluye todas las variantes posibles de
un gen, pues de acuerdo a la literatura estos genes se ven involucrados en el proceso de
splicing alternativo por lo que la presencia de una o mas variantes podria verse
directamente involucrada en el proceso neoplasico (Villegas Ruiz, Salcedo, Zentella
Dehesa, Montes de Oce , & Juarez Méndez, 2014).

El principal objetivo de este trabajo fue identificar las variantes de mensajero de dos
genes que sufren splicing alternativo en muestras de pacientes con LLA, y que pudieran

tener influencia en la respuesta al tratamiento y a su vez el prondstico de los pacientes.

De acuerdo al diseno previo de los primers para HMMR (Villegas Ruiz, Salcedo, Zentella
Dehesa, Montes de Oce , & Juarez Méndez, 2014), se sabe que estos debian detectar las
tres variantes codificantes del gen sin embargo, dado que la diferencia entre las variantes
1y 2, producida por splicing alternativo, es de tres nucleétidos, es posible que las bandas

en el gel de agarosa no se pudieran separar, lo que causo que solo se vieran dos bandas.
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Cabe senalar que para cada una de las muestras positivas a la expresion muestran el
mismo patron, la banda superior con mayor intensidad y la banda inferior con menor.
Debido a lo anterior y para descartar que la variante 1 y 2 no se pudieran separar, las
bandas encontradas en los geles donde se utilizaron los primers para HMMR,
secuenciadas y alineadas con el fin de determinar con mayor precisién que variantes se
encontraban presentes en las muestras. El resultado del alineamiento nos arrojé un 100%
de similitud entre la banda superior en el gel y la variante 1 del gen; mientras que la banda
inferior presenta una similitud del 100% a la variante 3 descrita previamente (Villegas
Ruiz, Salcedo, Zentella Dehesa, Montes de Oce , & Juarez Méndez, 2014) por lo que
podemos deducir que los pacientes incluidos en el estudio no presentan la expresion de la

variante 2, permitiéndonos centrarnos en la variante 1y 3.

Como se puede observar en la figura 16, el resultado del splicing alternativo en HMMR
que da origen a estas dos variantes, origina la pérdida completa del exén 4 en la variante
3 por lo que corresponde al tamafio observado en el gel de agarosa. La pérdida de dicho
exén ocasiona la diferencia en el tamafno y organizacion de ambas proteinas codificadas
por cada mRNA. Estas diferencias pudieran estar relacionadas con la localizacién de las
proteinas en la célula, pues de acuerdo a la literatura la proteina codificada por la variante
1 se encuentra en la membrana celular, mientras que la proteina de menor tamafno se

encuentra dentro del nucleo (Nikitovic, Kouvidi, Karamanos, & Tzanakakis, 2013).

Como se puede observar en la figura 9, la activacién de la proteina localizada en la
membrana, desencadena después de diversos procesos, la activacion de la proteina
codificada por la variante 3 en el nucleo de la célula. Por lo que se podria explicar el
motivo por el cual, todas las muestras positivas para la expresion de la variante 1,
presentan la co-expresion de la tercer variante, sin embargo la diferencia en la intensidad
de las bandas puede estar sujeta a otros factores como la cantidad de transcritos

presentes en la célula.

Para el caso de CENPE, es importante mencionar que el disefio de los primers inicial se
realiz6 para la identificacion de una sola variante del gen de acuerdo al trabajo previo, sin
embargo la presencia de una segunda en algunas de las muestras, nos hace pensar que
dentro de la secuencia seleccionada del gen se encuentra una variante no identificada
causada por SA y dado que no se expreso en todas las muestras, se generd una mayor

diversidad de posibilidades respecto al papel que podria tener CENPE en la LLA.
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Debido a lo anterior, purificamos y secuenciamos las bandas, las secuencias resultantes
se alinearon con las reportadas en el NCBI (figura 18) y observamos que la banda de
mayor tamafo corresponde a una de las variantes previamente reportada en la literatura,
realizamos un modelo de splicing comparativo entre ambas variantes encontradas en las
muestras y observamos la remocion completa del exén 20 en la variante de menor
tamafo. Sin embargo para la banda de menor tamafio no se encontré similitud con
ninguna de las reportadas por lo que sera necesario investigar el papel funcional de dicha

variante en la célula.

La grafica comparativa de la relacion entre la expresién y el género del paciente (Figura
20), muestra para HMMR que tanto mujeres como hombres presentan una expresion
positiva en menos del 50% de los casos, siendo ésta un 27% y 40% respectivamente por
lo que podriamos suponer que la expresion de estas variantes de HMMR no esta
relacionada con el sexo de los pacientes. Para CENPE se observé que la expresion
positiva para las mujeres el 36% y en hombres 40%. Es por esto que optamos por no
incluir el sexo de los pacientes al momento de realizar el analisis estadistico para poder
asi, incluir factores que fueran mas relevantes y contribuyeran de manera mas oportuna al

estudio.

Uno de estos factores son las recaidas, la cual se presenta cuando el conteo de blastos
en médula 6sea sobrepasa el 5% (Campbell B., Ferreiro C., Tordecilla C., Joannon S.,
Rizzardini L. , & Rodriguez Z., 1999) pues éstas se consideran de mal prondstico (Ortega
Sanchez, Osnaya Ortega, & Rosas Barrientos, Leucemia Linfoblastica Aguda, 2007); lo
que provoca que se deban administrar medicamentos mas potentes y/o dosis mas fuertes
(reinduccion). De acuerdo a los expedientes clinicos se puede observar que cerca del
70% de los pacientes presentd al menos una recaida durante el lapso de tiempo
considerado en el estudio. Del analisis estadistico podemos destacar que la expresion de
ambas variantes de HMMR en el 35.48% de los pacientes, presentan una relacion con el

numero de recaidas que presentaron en los primeros 3 afios de inicio del tratamiento.

Se puede observar en la tabla 22, que aquellos pacientes con LLA, que presenten una
expresion positiva a ambas variantes del gen, sufren un menor nimero de recaidas,
aunado a esto, la prueba estadistica apoya lo antes mencionado. Si bien el valor de p
para esta prueba es de 0.07 siendo cercano a 0.05, se pudiera sugerir que aquellos

pacientes positivos a la expresion de ambas variantes probablemente tendran un menor
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numero de recaidas sin embargo, es importante considerar que este factor depende de

muchas otras variables.

Se sabe que la Leucemia Aguda Linfoblastica es causada por un amplio espectro de
expresion de diferentes moléculas provocada por la complejidad de la enfermedad misma,
se ha observado que un incremento en la concentracion del HA extracelular pudiera
competir con el HA intracelular (Necas, Bartosikova, Brauner, & Kolar, 2008), esto pudiera
explicar porque se observa una mayor intensidad en la banda correspondiente a la

variante 1 (presente en la membrana) al expresarse en presencia del hialuronato.

Por otro lado, otra razon por la cual los pacientes que tienen expresion de HMMR
presentan menos variante, pudiera ser ocasionado por una diferencia en la estructura
secundaria y/o terciaria de las proteinas presentes en los pacientes con LLA a diferencia
de otros tipos de neoplasias. Lo anterior, pudiera ocasionar que las proteinas presenten
una disminucién o cambio en su funcién evitando la union de las proteinas en la cascada
de senalizacion (figura 9) y, favoreciendo que los pacientes presenten menos recaidas
durante el tratamiento. Sin embargo, debido a que la funcién del hialuronato en la célula
es muy variada, es necesario hacer estudios funcionales para determinar porque se
observa una mayor intensidad en la banda superior y por otro lado, determinar la similitud
en las estructuras secundaria y terciaria de las proteinas presentes en la LLA respecto a
otros tipos de neoplasias. Aunado a esto, incrementar el numero de muestras favorecera

a incrementar el significado estadistico de la prueba.

Por otro lado, evaluamos para ambas variantes de CENPE la relacion respecto al estatus
que presentaba el paciente, es decir si se encontraba sano o aun con enfermedad en el
lapso de los 3 afios posteriores al inicio del tratamiento. Una vez que el paciente responde
positivamente al tratamiento, se procede a inducir al paciente a remision, es decir una de
las etapas finales en las que se ha observado una mejoria en el estado del paciente con

el fin de lograr la remisién completa continua y asi describir al paciente como sano.

El resultado de la prueba estadistica en cuanto a la expresion de las variantes de CENPE
en los pacientes con LLA, sugiere un mal pronéstico; ya que de acuerdo al analisis se
observa que los pacientes que presentan la expresion, no alcanzan la remision completa
dentro de los 3 primeros anos en contraste con los pacientes que no lo hacen y que
logran alcanzar la remision en este periodo de tiempo. Por lo que podria ser indicio de que

si el paciente expresa alguna de las variantes de CENPE no responderd de manera
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favorable ante la enfermedad y la remision de la misma pudiera tardar mas o incluso

podrian no alcanzarla.

Si bien, se sabe poco sobre el papel que juega CENPE en las células, se sabe que esta
presente en el checkpoint mitético por lo que, la presencia de la proteina se ve
involucrado en el ciclo celular favoreciendo asi, la proliferacion celular y a su vez, el mal
prondstico de los pacientes al no poder alcanzar la remisién completa en su tratamiento.
No obstante es necesario realizar pruebas que permitan encontrar la funcién especifica de

la nueva variante y su relacion con la LLA.

En lo que respecta a los otros datos clinicos como el sexo, la respuesta a la ventana de
esteroides, induccién a la remisién, el estado del paciente, no se observd una diferencia

estadistica, esto puede deberse al tamafio de muestra entre cada uno de los grupos.

Cabe sefialar que con los resultados obtenidos en esta tesis, se abre la posibilidad a
realizar otros experimentos que permitan aclarar algunas de las interrogantes que se
generaron durante el desarrollo de la misma. De igual manera, contribuir con una mayor
aportacion a la medicina pues, la leucemia aguda linfoblastica es una de las neoplasias

mas comunes en el mundo asi como de mayor complejidad.
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CONCLUSIONES

- Se encontro la expresion positiva para HMMR en el 35.5% de las muestras de LLA
en las que se presentd la co-expresién de dos variantes del gen. De acuerdo al
alineamiento de las secuencias, se muestra la presencia de las variantes 1y 3

reportadas para este gen.

- La expresion de HMMR se relaciona con una disminucion en la cantidad de
recaidas que sufren los pacientes, favoreciendo a su vez, el pronéstico del
paciente. Sin embargo, esta relacion muestra un bajo impacto estadistico por lo
que es necesario incrementar el nimero de muestras para determinar si esta

hipotesis es cierta.

- Para CENPE se observa la expresion en el 38.7% de las muestras de LLA en

donde, el 16% de ellas unicamente expresé la variante 1 reportada en el NCBI.

- El 84% de los pacientes presenté para CENPE una segunda variante la cual, de
acuerdo al resultado obtenido en la secuenciacion, mostré la presencia de una
nueva banda no reportada en el NCBI, por lo que se debera caracterizar dicha

variante y determinar su funcion, localizacién celular, etc.

- La presencia de las variantes de CENPE en las muestras, de acuerdo al analisis
estadistico se puede asociar con el mal prondstico en los pacientes con LLA; ya
que refleja que los pacientes que expresan las variantes no alcanzan la remision

completa dentro de los 3 primeros afos respecto a los pacientes que no lo hacen.
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PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en este trabajo buscan sentar las bases para proponer a HMMR
y CENPE como potenciales marcadores en LLA, los cuales se relacionan con el
pronéstico de los pacientes diagnosticados con dicha neoplasia. Sin embargo, debido a
que el impacto estadistico no es suficiente, es necesario incrementar el nimero de
muestras y de esta forma dilucidar la importancia de la deteccion de HMMR y CENPE al

momento de diagnosticar la enfermedad.

Por otro lado, es necesario caracterizar la nueva variante de CENPE, determinar su

funcidn bioldgica y las vias de sefializacion en las que interviene.
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ANEXOS



ANEXO 1. BASE DE DATOS

Resp.
NUmero de Edad Fecha Edad Fecha P Blastos Ind.
Vial Género Dx Estatus Ventan Reinduccién #Reinducciones
Expediente Diag. Dx Def Def (%) Remision
a Est.
LLA L1
126 452288 M 11 jul-07 VsE - - No 90 Si Si 1
PreB
128 453254 M ago-07 LLA McE 12 dic-10 Si 70 Si Si
130 453531 M 19 sep-07 LLA Preb VsE - - No 80 Si No
LLA L1
132 453796 F 5 oct-07 VsE - - Sl 98 Sl Si 4
preB
139 456734 M 4 abr-08 LLA McE 6 jul-10 Si 36 No No 1
141 457723 F jul-08 LLA VsE - - Si 51 Si Si 4
142 457936 M 13 jun-06 LLA McE 15 oct-10 Si 99 No Si 1
LLA L1
144 457341 F 6 may-08 VcE - - No 95 No Si 1
PreB
157 454271 M 8 oct-07 LLA McE 8 nov-07 No 96 No No 0
LLA L1
164 457206 F 2 may-08 AR VsE - - No 88 Si Si 3
173 458373 M 8 jul-08 LLA VsE - - Si 81 Si Si 3
175 458826 M 12 ago-08 LLA McE 13 sep-09 Si 80 No Si 3
183 457792 F 9 jun-08 LLA preB VsE - - Si 87 Si Si 1
LLA L1 .
202 458161 M 3 jul-08 AR VsE - - Sl 91 No No 0
212 458335 M 3 jul-08 LLA preB VcE - - No 80 Si Si
218 458359 M 5 jul-08 LLA VsE - - Si 90 Si No 0
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248 459679 M 15 oct-08 LLA-L1 VsE - - Si 90 No No

250 459846 M oct-08 LLA pre B McE 6 ene-12 Si 90 si Si

260 456051 F 9 mar-08 LLA L1 MsE 11 ago-09 Si 28 SI No 0
LLA L1 .

280 460428 F 11 dic-08 VsE - - No 100 Si No 0
DE AR

316 460847 F 2 ene-09 LLA.L1 VcE - - Si 99 Si Si 1
LLA-L1

342 461351 M 9 may-07 Vse - - Si 72 Si Si 2
DE AR

350 457757 M 14 jun-08 LLA VcE - - Si 88 Si No 0

371 461771 F 4 mar-09 LLA L1 Vse - - Si 70 si Si 1

LLA preB
379 461887 M 8 mar-09 AR McE 10 ago-11 Si 100 Si Si 1
LLA preB

397 462189 F 4 abr-09 AR VsE - - Si 91 Si Si 1

417 462524 M 4 ene-09 LLA L1 Vse - - Si 100 Si Si 1

468 462647 F 4 may-09 LLA L1 VsE - - Si 79 Si No 0

712 464129 M 8 ago-09 | LLA PreB VsE - - Si 57 Si Si 1

748 464885 M 1 ago-09 LLA L1 VsE - - No ND Si Si 3

776 465227 M 4 sep-09 LLA L1 VsE - - No 57 Si Si 0
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vu| imaode | mode | Fucha e |Dusstas| rede | Olmak | | cowee | SEFE | cEw
126 452288 11 07 07 27 03 08 260 - - - -
128 453254 24 08 07 151008 418| 041210 1198 - - - -
130 453531 07 09 07 - - - -
132 453796 0310 07 201008 383 - - - -
139 456734 09 04 08 02 07 08 84| 210710 833 + - - -
141 457723 04 07 08 22 04 09 292 - - - -
142 457936 24 06 08 2003 09 273| 141010 842 + - - -
144 457341 20 05 08 1412 09 573 - + + -
157 454271 2910 07 05 11 2007 7 - + + +
164 457206 270109 259 + - - -
13 0508
173 458373 29 07 08 08 0110 528 - - - -
175 458826 19 08 08 130509 267| 060909 394 - + + +
183 457792 26 06 08 2504 09 303 - - - -
202 458161 + + + +
10 07 08
212 458335 22 07 08 26 03 09 247 + + + +
218 458359 23 07 08 + + + +
248 459679 09 10 08 - - - -
250 459846 27 10 08 010810 612| 221212 1517 + + + +
260 456051 2502 08 16 08 09 538 + + + -
280 460428 031208 16 02 11 805 - + + +
316 460847 + + - +
342 461351 15 05 07 031208 568 - + - +
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350 457757 2506 08

371 461771 12 03 09 011009 203

379 461887 16 02 11 702| 080811

16 03 09 875

397 462189 03 04 09 301009 241

417 462524 29 04 09 1507 11 807

468 462647 01 07 09

712 464129 10 08 09

748 464885 30 09 09 190510 231

776 465227 20 10 09
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ANEXO II. RESULTADOS PRUEBAS ESTADISTICAS

Tabla 15. Resultado de las pruebas estadisticas, relacion HMMR-Muerte a 3 afos

Prueba Ji cuadrado |Prob > Ji cuadrado
Razoén de verosimilitud 0.967 0.3255
Pearson 0.992 0.3191

Prueba exacta de Fisher

Prob. |Hipétesis alternativa

Izquierda 0.9213|Prob (MUE3ANS=1) es mayor para HMMR_di=0 que para 1
Derecha 0.2814|Prob (MUE3ANS=1) es mayor para HMMR_di=1 que para 0
Bilateral 0.4055 [Prob (MUE3ANS=1) es distinta en HMMR_di

Tabla 16. Resultado de las pruebas estadisticas para la relacion CENPE — Muerte a 3 afos

Prueba Ji cuadrado Prob > Ji

cuadrado
Razoén de verosimilitud 0.570 0.4502
Pearson 0.579 0.4466

Prueba exacta de Fisher

Prob. | Hipétesis alternativa

Izquierda 0.8807 | Prob (MUE3ANS=1) es mayor para CENPE_di=0 que para 1
Derecha 0.3625 | Prob (MUE3ANS=1) es mayor para CENPE_di=1 que para 0
Bilateral 0.6757 | Prob (MUE3ANS=1) es distinta en CENPE_di
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Tabla 17. Resultado pruebas estadisticas para la relacion HMMR - enfermedad a 3 afos

Prueba Ji cuadrado |Prob > Ji cuadrado

Razoén de verosimilitud 0.606 0.4364

Pearson 0.606 0.4362

Prueba exacta de Fisher| Prob.|Hipétesis alternativa

Izquierda 0.8760|Prob (ENF3A_N=1) es mayor para HMMR _di=0 que para 1
Derecha 0.3435|Prob (ENF3A_N=1) es mayor para HMMR _di=1 que para 0
Bilateral 0.4775|Prob (ENF3A_N=1) es distinta en HMMR _di

Tabla 19. Resultado prueba estadistica relacion HMMR - estatus del paciente

Prueba Ji cuadrado|Prob > Ji cuadrado
Razén de verosimilitud 1.678 04321
Pearson 1671 0.4337

Advertencia: el 20% de las celdas tienen un conteo esperado inferior a 5, ji cuadrado
problematico.

Tabla 22. Resultado estadistico CENPE — Recaidas.

RECAIDA
N
.
.

CENPE_di

Prueba de dos factores, aproximacién normal
S Z|Prob > |Z]
153.5| -1.60780 0.1079
Prueba de un factor, aproximacion de ji cuadrado
Ji cuadrado |Grados de libertad |Prob > Ji cuadrado

2.6535 1 0.1033
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