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RESUMEN

Leucemia es el término general que se usa para referirse a algunos tipos
de céncer de la sangre. Existen cuatro tipos principales de leucemia:
Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) Leucemia Mieloide Aguda (LMA)
Leucemia Linfoblastica Crdnica (LLC) y Leucemia Mieloide Crdnica (LMC).
La Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) es el cancer mas comun en nifios
y comprende menos del 1% de casos en adultos a nivel mundial, conforme
a la Agencia Internacional del Cancer (IARC). En la LLA hay hasta un 80%
de alteraciones cromosdémicas presentes, de las cuales, las traslocaciones
son las causas mas frecuentes, ya que provocan la activacién de
protooncogenes. La via de sefalizacion PI3K/Akt/mTOR esta relacionada
con la regulacién de procesos que involucran el crecimiento y proliferaciéon
celular, como son: progresién del ciclo celular, la supervivencia celular, la
migracion y la sintesis de proteinas. En los ultimos afios se ha demostrado
que la desregulacion de esta via de sefalizacién conlleva su
hiperactivacion en varios tipos de cancer y se asocia con la etiologia de
varios eventos neopldsicos (supervivencia de la célula, proliferacion y
crecimiento celular). La activacion de la via PI3K/Akt/mTOR involucra la
fosforilacion de proteinas como S6 y Akt, estd ultima fosforilacion esta
asociada con un diagndstico pobre y resistencia a farmacos en pacientes
pediatricos con LLA-B. Por ello, esta via se sefializacién ha comenzado a
estudiarse como potencial blanco terapéutico en muchos tipos de cancer,
incluyendo la Leucemia Linfoblastica Aguda. En este proyecto se
cuantificaron los linfocitos pre-B (CD19+) y maduros (CD20+), donde se
obtuvo mayor porcentaje de estas células en pacientes con LLA-B con
respecto a CCS (35.76% vs 27.13% vy 2.88% vs 2.23%,
respectivamente). Ademas, se determind la activacién de la via de
sefalizacidon PI3K/Akt/mTOR en muestras de sangre periférica y médula
0sea de pacientes con LLA-B y CCS mediante la cuantificacion de las

proteinas Akt y S6 en su forma fosforilada en linfocitos pre-B y B maduros.
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Encontramos que esta via de sefalizacién se encuentra mas activada en
pacientes con LLA-B con respecto a CCS, lo cual empata con resultados

ya reportados por otros grupos de investigacion.
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1. INTRODUCCION

1.1 LINFOCITOS

El sistema inmune esta constituido por células y moléculas responsables
de la inmunidad; su respuesta coordinada y colectiva para introducir
sustancias del medio exterior se le conoce como respuesta inmune [1].
Una respuesta inmunitaria que resulte exitosa en contra de algun
patdogeno depende de las diferentes células que lo constituyen, asi como
de su coordinacion para actuar. Esta respuesta se puede dividir en
respuesta inmunitaria innata y adaptativa; las células de la inmunidad
innata son la primera linea de defensa contra el agente infeccioso, estos
mecanismos preexisten en los individuos y actiuan de forma inmediata,
participan células como macrofagos y granulocitos. La inmunidad
adaptativa genera células de memoria que evitan infecciones posteriores,
este tipo de inmunidad se produce a lo largo de la vida de un individuo
como adaptacion a una infeccidn cuando un agente exdgeno logra evadir
la respuesta inmunitaria innata y es dependiente de la expansion clonal
de linfocitos antigeno-especificos; en este tipo de respuesta participan los
linfocitos By T [2].

Los linfocitos forman parte del sistema inmune adaptativo y proporcionan
un medio de defensa mas versatil y de mayor proteccién contra
reinfeccién del mismo agente. La induccion de una respuesta inmune
adaptativa se da de la siguiente manera: la respuesta comienza cuando
un patdgeno es ingerido por una célula dendritica inmadura en el tejido
infectado, esta célula dendritica lleva receptores en su superficie que
reconocen las caracteristicas comunes de muchos patégenos (por
ejemplo, proteoglicanos de la pared celular de una bacteria). Al igual que
ocurre con los macréfagos y los neutrofilos, la unién de una bacteria o

péptidos derivados de éstas a los receptores (comiUnmente receptores de
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tipo Toll), la célula dendritica se estimula y degrada el agente exdgeno
intracelularmente. Una vez que esto ocurre, la célula dendritica se activa
y se traslada hacia un ganglio linfatico que se encuentre cercano. En la
activacion, la célula dendritica va a madurar convirtiéndose en una célula
presentadora de antigenos (CPA) bastante efectiva. Ademas, experimenta
cambios que le permiten activar linfocitos especificos en contra de

agentes patdgenos que se en encuentran en el ganglio linfatico [1,2,3].

Los linfocitos se desarrollan a partir de progenitores linfoides inmaduros
y se dividen en dos grupos dependiendo de la regiéon donde maduran, si
ocurre en la médula ésea se le llama linfocitos B, o bien, en el timo y son
llamados linfocitos T. Los linfocitos B son células que se especializan en la
produccion de anticuerpos mientras que los linfocitos T son las células

responsables de las respuestas inmunes adaptativas [1,3].

Cada linfocito naive que entra en el torrente sanguineo tiene receptores
de antigeno especificos. La especificidad de dichos receptores esta
determinada por un mecanismo genético Unico presente durante el
desarrollo de linfocitos para generar millones de variantes diferentes de

los genes que codifican para las moléculas receptoras.

Los linfocitos B, también conocidos como células B son un componente
esencial del sistema inmunitario adaptativo (antes llamado sistema
inmunitario humoral). Son células fisioldgicamente importantes ya que
sus funciones principales son la produccion de anticuerpos y citocinas,
también funcionan como células presentadoras de antigeno profesionales
a los linfocitos T [4] y en algunas ocasiones, transformarse en linfocitos
B o T de memoria después de ser activadas por la interaccién con un
antigeno. Molecularmente se definen por tener reordenados los genes

para el receptor de las células B (BCR) [5].
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Desde un enfoque fisiopatoldgico, los linfocitos B son de suma importancia
para la salud, ya que si hay defectos en su funcién pueden representar
consecuencias clinicas como alteraciones por defecto o alteraciones por
hiperactividad. En el primer grupo los Ilinfocitos B causan
inmunodeficiencias humorales, mientras que en el segundo grupo los
linfocitos B pueden presentar autoinmunidad o hipersensibilidad
(alergias). Por otro lado, cabe resaltar, que las neoplasias en estas células
son frecuentes, posiblemente por los eventos de traslocacién génica y las

fases en las que los linfocitos B proliferan de manera activa [5,6].

El proceso de maduracién de los linfocitos B tiene como resultado la
produccion de células B plasmaticas y de memoria. Dicho proceso puede
dividirse en tres etapas: 1) Generacion de células B maduras
inmunocompetentes (maduracién), 2) Activacion de células B maduras
cuando interactian con antigeno y 3) Diferenciacion de células B

activadas en células plasmaticas y de memoria [1,2].

La maduracién y diferenciacion de los linfocitos B se lleva a cabo mediante
dos procesos. El primero de estos se produce en la médula 6sea, por lo
tanto, las células no estan expuestas a los antigenos y el segundo proceso
de maduracion se produce en el ganglio linfatico. En esta Ultima etapa es
donde las células B se diferencian en células plasmaticas o en células B
de memoria. El primer proceso de maduracion es independiente del
antigeno, al producirse en la médula désea al igual que las demas células
sanguineas. Por el contrario, el segundo proceso de maduracién se conoce
como dependiente del antigeno porque se produce después de que se
activan los linfocitos B al llevarse a cabo la union de antigenos y una co-
estimulacién en el ganglio linfatico. Pueden producirse dos tipos de células
B en este proceso de maduracion, las células plasmaticas y las células B

de memoria.
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El origen y diferenciacion de las células B ocurre en el embridn entre la
semana 8 y 9 en el saco vitelino, el higado fetal y la médula ésea, y estos

procesos contindan a lo largo de la vida en la médula ésea [2,7]

1.2 ONTOGENIA DE LINFOCITOS

La hematopoyesis es el proceso mediante el cual se generan y proliferan
los componentes celulares del tejido sanguineo (eritrocitos, granulocitos,
linfocitos, monocitos y plaquetas). Esta formacidén de células sanguineas
se produce durante el desarrollo embrionario y durante la etapa de
adultez con la finalidad de producir y reponer las células del sistema
sanguineo. Este desarrollo de células hematopoyéticas en un proceso
ordenado regulado por factores intrinsecos y microambientales que ocurre

en la médula ésea [8,9].

El sistema hematopoyético se puede dividir con base al grado de madurez
de las células que lo conforman y a los distintos linajes celulares que se
generan. De acuerdo con el grado de maduracién celular se dividen en
Células Troncales Hematopoyéticas (CTH) y corresponden al 0.01% del
total de células con nucleo en médula ésea; estas células son capaces de
auto renovarse (al menos una de las células hijas mantiene las
propiedades de la célula madre) y son multipotenciales, es decir, pueden

dar origen a distintos linajes de células sanguineas.

Las CTH carecen de expresiéon de marcadores de linajes maduros. En el
humano, el principal marcador del linaje de células troncales
hematopoyéticas y progenitores multipotenciales es el antigeno CD34,

ademas de éste, pueden expresar antigenos como CD90, CD117 y CD133.

Las CTH originan a las células progenitoras hematopoyéticas (CPH) que
corresponden a menos del 0.5% del total de células en médula dsea.

También expresan el antigeno CD34 y marcadores celulares particulares
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de acuerdo con el linaje al que pertenecen. Estas células ya no son
autorrenovables, pero conservan el potencial proliferativo. Pueden ser

multipotenciales, biponteciales o monopotenciales.

Las CPH dan origen a células precursoras que pueden ser reconocidas por
su morfologia. Estas células son inmaduras, pero son reconocibles por su
morfologia al realizar un frotis de médula désea. Este grupo de células
conforma mas del 90% de células que se encuentran en la médula dsea.
Estos precursores hematopoyéticos originan a las células maduras que

conforman el tejido sanguineo [8].

1.3 LINFOCITOS B

El proceso por el cual se forman los linfocitos se conoce como linfopoyesis.
Alo largo de éste, la CTH madura y se genera el progenitor linfoide comun
(PLC) que puede dar origen a linfocitos T, B, células NK (Natural Killer) y
células dendriticas. El PLC puede generar células B o células T. el
progenitor de células B permanece en la médula ésea y expresa los
antigenos CD34, CD38, CD10 y CD19. Para su desarrollo y proliferacién
requieren de la interaccidén con el estroma de la médula ésea y citocinas
como factor de stem cell (SCF), interleucina 3 (IL-3), interleucina 7 (IL-
7) y CXCL12, estas ultimas dos citocinas promueven la diferenciacién de
los precursores de células B. Ademas, en los precursores de los linfocitos
B los factores de transcripcién EBF y E2A inducen el factor de transcripcion

Pax-5 para iniciar la diferenciacién hacia el linaje B [5,7,8,10,11].

El siguiente paso es la generacion de los precursores linfoides donde
ocurren procesos de recombinacién somatica para regiones génicas V
(variables), D (diversidad), J (uniéon) que dan lugar a receptores de
antigeno y para genes que codifican para inmunoglobulinas en los
linfocitos B. Posteriormente, se generan los linfocitos B inmaduros, los

cuales tienen en su superficie la inmunoglobulina M (IgM). Una vez que
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los linfocitos B presentan en su superficie IgM e inmunoglobulina D (IgD)
se conocen como células naive y salen de la médula 6sea y migran a
circulacién sanguinea para alojarse en los d6rganos linfoides secundarios
como ganglios linfaticos, amigdalas y tejido linfoide asociado a mucosas

donde continua el proceso de maduracion.

_ Postulated
intermediates

.y Uyelold/
erythroid

Figura 1. Esquema del proceso de linfopoyesis mediante el cual
se genera a partir de un progenitor linfoide comun (PLC) un
precursor linfoide que terminara su diferenciacion en célula NK,
célula dendritica, linfocito T o bien un linfocito B.

El proceso de maduracién puede continuar de dos maneras. La primera
ocurre cuando un antigeno se une al BCR y desencadena respuesta
antigeno-especifica que activa al linfocito B para iniciar la diferenciacién
y se transforme en célula plasmatica secretora de anticuerpos. La

segunda, es que la ontogenia de los linfocitos B pueda ser controlada por
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el BCR al sefializar de manera independiente de antigeno, regulando el

desarrollo de estas células [5].

Los linfocitos B producen anticuerpos una vez que se activan. Estos
anticuerpos son proteinas especificas en contra de un solo antigeno y son
secretados por células plasmaticas, un estadio de diferenciacion terminal
de los linfocitos B maduros. Las células plasmaticas secretan anticuerpos
necesarios para la neutralizacion de antigenos mediante la union a éstos.
Por otro lado, las células B de memoria, se forman especificamente contra
antigenos que fueron encontrados durante la respuesta inmune innata y
pueden permanecer en el sistema por mucho tiempo, ya que son
importantes para proporcionar inmunidad al responder rapidamente

durante una segunda exposicidn a su antigeno especifico [5,7]

Se sabe que los linfocitos B mantienen un rol importante en la modulacién
de la respuesta inmune sobre el cancer al ser el segundo linfocito
infiltrante en tumor mas abundante; suelen estar presentes
frecuentemente en muchos tumores en humanos. En algunos tumores
pueden impedir la inmunidad antitumoral, mientras que en otras
contribuyen a contener el tumor. Por otro lado, estos linfocitos pueden
inhibir el desarrollo de tumores a través de la produccion de anticuerpos
en contra del tumor promoviendo la muerte de éste mediante las células
NK, macrofagos y células T CD4+ y CD8+. Sin embargo, también pueden
promover el desarrollo de tumores al producir autoanticuerpos y factores

de crecimiento tumoral [12].

1.4 RECEPTOR DE CELULAS B / SENALIZACION DE LINFOCITOS B
Los anticuerpos no sélo son moléculas solubles, también constituyen los
receptores de antigeno para los linfocitos B que se encuentran en la
superficie de estas células y son capaces de reconocer antigenos y unirse

a ellos. El receptor comun de Linfocitos T es el llamado BCR que esta
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presente en su estadio maduro. El BCR esta constituido por 2 cadenas
pesadas y dos cadenas ligeras. Sin embargo, como es una
inmunoglobulina, el BCR no tiene la capacidad de transmitir sefales al
interior de la célula por lo que se asocian a este antigeno otras proteinas,
la inmunoglobulina alfa (Iga) y la inmunoglobulina (IgB), o también
llamadas proteinas CD79, las cuales son necesarias para la asociacién de
los anticuerpos ya que constituyen un complejo supramolecular que
funciona como receptor para transducir senales hacia el interior de la
célula. La union del antigeno al receptor genera senales que generan la
activacioén de factores de transcripcion nucleares para activar la expresion
de un nuevo gen, o bien, desactivar genes tipicamente expresados en

células en reposo [13,14].

Entonces, en el BCR, las proteinas CD79 median la transduccién posterior
de la sefial intracelular. Sin embargo, hay otras proteinas implicadas en
el proceso de transduccidn de senales, las cuales constituyen el complejo
denominado correceptor y permite al linfocito B activarse. El correceptor
se compone de 3 moléculas asociadas de modo no covalente: CD19, CD21
y CD81. La molécula CD21 también es llamada CR2, o receptor del
complemento 2, reconoce a la molécula CD23 de las células dendriticas
foliculares, o a los fragmentos del componente 3 del complemento.
Mientras que la funcion de CD81 o también Illamado TAPA-1 es
desconocida hasta el momento. Por otro lado, la molécula CD19 se
expresa en todos los linfocitos B maduros y su activacién induce la

activaciéon de cinasas intracitoplasmaticas [15,16].
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El BCR tiene dos papeles en la activacidén de linfocitos B. El primero es
transmitir sefales directamente al interior de la célula cuando se une al
antigeno a ésta y el segundo, es transportar el antigeno a sitios
intracelulares donde se degrada y regresa a la superficie de linfocitos B

como péptidos unidos a moléculas de MHC clase II [13].

Reconocimienta  Coligacion de
antigénico Complementn
Ag-Cad Coestimulacion
por cooperacion

Safialzacion

Figura 2. Representacion del receptor de células B y su co-receptor
CD21-CD19 necesario para la sefalizacion dependiente de este
receptor.

La molécula CD19 es una glicoproteina transmembranal de tipo 1 que
pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas. Participan en el
establecimiento de una respuesta inmune Optima al regular las vias de
sefializacion dependientes e independientes de antigeno del BCR.
Ademas, participan en la activacidn de los linfocitos B inducidos por
inmunoglobulinas. La proteina CD19 esta expresada en la mayoria de las
enfermedades de linfocitos B, se encuentra en el 80% de las leucemias
linfoblasticas agudas, 88% de linfomas de células By 100% de leucemias
con inmunofenotipo B. CD19 se expresa desde el principio hasta el final
del desarrollo de células B, es decir, desde los llamados linfocitos pre-B
hasta convertirse en células plasmaticas. Ademads, es un antigeno
asociado a tumor contra el cual van dirigidos algunas moléculas

anticancerigenas [17].
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El antigeno CD20 es una fosfoproteina transmembranal no glicosilada que
forma tetrameros, especifica del linaje B, que se expresa durante la
diferenciacion de células B tanto normales como malignas durante casi
todas las etapas de diferenciacién a excepcién de estadio de células
progenitoras y al transformarse en células plasmaticas. Funciona como un
canal de calcio y es importante en la progresidn del ciclo celular y vias de
sefalizacion en la diferenciacién de este linaje de linfocitos. CD20 esta
expresada en la mayoria de las neoplasias de linfocitos B maduros y en

algunos casos de leucemias linfoblasticas y linfomas B [18].

Para que inicie la respuesta mediada por el complejo BCR-CD19-CD79 y
los linfocitos B se activen, es necesario el contacto directo con el antigeno
y el entrecruzamiento de receptores de células B (BCR). Después de dicho
entrecruzamiento, y de la activaciéon del correceptor y otras moléculas
necesarias para la respuesta, se desencadenan una serie de procesos,
que tienen como finalidad enviar sefiales al nulcleo para comenzar
activaciéon del linfocito B. Estos procesos involucran una serie de
fosforilaciones o defosforilaciones por proteinas tirosina cinasas, entre
ellas la cinasa dependiente de inositol trifosfato (PI3K) y algunas otras
como Lyn o Syk. Esto conduce a la activacion de segundos mensajeros
que pueden activar otras cinasas, o bien, unirse a canales de calcio para
activarlos, esto incrementa el idn calcio en el citoplasma para activar una
serie de proteinas dependientes de Ca?*. El proceso sigue con una serie
de fosforilaciones y defosforilaciones hasta activar determinados factores
de transcripcion que estaban inactivos. Estos factores de transcripcion se
translocan al nucleo celular, lo que finalmente conlleva a modificar la
expresion de varios genes que permiten el desarrollo de las funciones
efectoras de los linfocitos B, asi como su reconocimiento y proliferacion
[19,20].
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Durante el proceso de sefializacion puede ocurrir alguna transformacion
gue conlleve al desarrollo de neoplasias, ya que las vias de sefalizacion
involucradas en el desarrollo y proliferacion de estas células requieren
multiples eventos de traslocacion génica que pueden resultar en

transformaciones neoplasicas [5,19].

1.5 LEUCEMIA

La palabra leucemia es un término de origen etimoldgico griego, donde
leukds significa blanco y haima se refiere a sangre [20]. El primer caso
reportado con esta patologia fue descrito en 1845 por John Bennett,
cuando realizd la necropsia de un paciente de 28 afos y concluyé que

habia sufrido una transformacién en su sistema sanguineo [21].

Leucemia es el término general que se usa para referirse a algunos tipos
de cancer de la sangre. Existen cuatro tipos principales de leucemia:
Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) Leucemia Mieloide Aguda (LMA)
Leucemia Linfoblastica Crénica (LLC) y Leucemia Mieloide Crénica (LMC).
Estos cuatro tipos de leucemias tienen una caracteristica en comun:
comienzan en una célula en la médula d6sea, la cual sufre un cambio que
la transforma en una célula neopldsica que al proliferar

descontroladamente provoca la leucemia.

Si dicho cambio neopldsico ocurre en una célula de la médula que forma
linfocitos, es un tipo de leucemia linfocitica o linfoblastica. Si el cambio
celular se da en un tipo de célula de la médula que forma gldbulos rojos,
algunos leucocitos (excepto linfocitos) o plaguetas, la leucemia se conoce
como mielégena o mieloide. En ambos tipos de leucemias se presentan
linfoblastos y mieloblastos, respectivamente, que son las formas

inmaduras de las células que estan presentes [23,24].
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Existen dentro de la clasificacién de las leucemias, los términos aguda y
crénica. Las formas agudas de leucemia avanzan rapidamente sin
tratamiento y en poco tiempo. En cambio, las formas croénicas tienen
pocas o ninguna célula blastica, y a menudo progresan lentamente en
comparacion con las leucemias agudas, incluso sin tratamiento inmediato
[23,24].

La Organizacion Mundial de la Salud, en su clasificacion de neoplasias
hematopoyéticas y linfopoyéticas, expresa que una leucemia debe
identificarse correctamente tomando en cuenta aspectos importantes
como la morfologia, inmunofenotipo y alteraciones genéticas de las

células, sin dejar de lado las manifestaciones clinicas. [25]

1.6ETIOLOGIA DE LA LEUCEMIA

Se han identificado diferentes factores que producen leucemia, entre ellos
se encuentra una aberracion cromosdémica o que ésta involucre la
participacion de genes mutados. De esta causa, el mecanismo de dafio
mas frecuente es la translocacién de cromosomas que ocurre a nivel
molecular originando un gen de fusion cuyo producto es una proteina con
actividad oncogénica que interfiere con la diferenciacion terminal o el gen
gue puede promover la induccidon para la expresion aberrante de

protooncogenes [23].

Algunos de los factores involucrados en la aparicidon de este tipo de cancer

son.

e La radiacion ionizante que pudo haber recibido la persona por
tratamientos previos con radioterapia.
e Algunos factores genéticos en gemelos univitelinos por inestabilidad

cromosomica.
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e El Sindrome de Down que aumenta la posibilidad hasta un 20% que

en poblacion normal.

Otros factores pueden ser quimicos, entre estos se encuentran sustancias
guimicas como benceno o cloranfenicol y tratamientos previos con
quimioterapia donde se utilizan agentes alquilantes (ciclofosfamida,
melfalan, bisulfano, clorambucilo) e inhibidores de topoisomerasa

(antraciclinas).

O bien, puede presentarse como evolucion clonal de enfermedades
hematoldgicas previas de sindromes mielodisplasicos, mieloproliferativos

0 anemia aplasica [23,24].

1.7 CLASIFICACION DE LEUCEMIAS
Las leucemias se pueden clasificar por etiologia o con base en la linea

hematoldgica de origen.

Etioldgica: pueden ser de novo, es decir, de primer diagndstico; o bien,
secundarias como consecuencia de un tratamiento quimioterapéutico o
radioterapéutico previo o por la evolucién clonal de otra enfermedad

hematoldgica.
Por su temporalidad: en agudas o crénicas.
Segun linea hematoldgica de origen:

e Leucemia Mieloblastica Aguda. Pertenecen las series eritrocitaria,
granulocitica y plaquetaria.

e Leucemia Linfoblastica Aguda: puede ser de linfocitos B o linfocitos
T

A su vez, la LLA puede clasificarse de acuerdo con su morfologia o

marcadores inmunoldgicos.

Clasificacion morfoldgica:
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L1. Leucemia Aguda de blastos pequefos. Constituye el 75% de las
leucemias linfoblasticas agudas. Comprende células pro-B comunes,

células pre-B y la presencia de la traslocacion t(9;22)BCR/ABL.

L2. Leucemia Aguda de blastos grandes. Es el 20% de todas las LLA. se
compone del mismo tipo de células y traslocacién presente que en la

clasificacion L1.

L3. Leucemia Aguda de tipo Burkitt con citoplasma vacuolado. Es un tipo
de LLA madura donde la traslocacion t(8;14) esta presente y constituye
el 5% del total de LLA.

Clasificacion inmunoldgica:

Se utilizan algunos marcadores inmunoldgicos que permiten definir la
linea linfoide y su estadio de maduracion. En esta clasificaciéon se

subdividen en:

o Inmunofenotipo B (LLA-B). En este inmunofenotipo se
encuentran:

- LALB1. Constituida por células pre-B y pro-B. Es una leucemia en la
que se encuentra el precursor linfocitario precoz. Algunos
marcadores representativos son: TdT+, CD34+ CD20-

- LALB2 o comun. Estos precursores ademas son positivos a los
marcadores CALLA+ CD10+

- LALB3. La célula pre-B presenta el estadio con mayor grado de
maduracion, cadenas pesadas de inmunoglobulinas
intracitoplasmaticas que no estan presentes en estadios anteriores.

- LALB4 o de linfocitos B madura (tipo Burkitt). En este tipo de
leucemias se encuentran presentes las inmunoglobulinas de
superficie positivas, positiva a marcadores de CD20+ (marcador de

madurez) y negativos para el marcador TdT.
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CD22 [CD79a |CD1 [CD4 |Td |CD3 |CD1 |CD2 |Cpu | Sig
* * 9 5 T |4 0 0 1 2
B1;
+ + + + + |+ - - - |-
pro-B
B2;
comu | + + + + + |+ ++ |+ - -
n
B3;
+ + + + + |- + + + |-
pre-B
B4; B + + + + - - + + - +
madura
*citoplasmatico
1 cadena pesada de las inmunoglobulinas citoplasmaticas
2 inmunoglobulinas de superficie o0 cadenas ligeras de las
inmunoglobulinas

Cuadro 1. Clasificacion morfoldgica de Leucemia Linfoblastica Aguda de
inmunofenotipo B

o Inmunofenotipo T (LLA-T). Estd definida por marcador

citoplasmatico CD3+

Los principales marcadores inmunofenotipicos para la LLA-B son CD19,

CD20 y CD22. A continuacién se presenta una tabla con los marcadores
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caracteristicos de cada subclasificacidn de leucemias linfoblasticas agudas

de linfocitos B.

1.8 ALTERACIONES CITOGENETICAS
En las LLA hay hasta un 80% de alteraciones cromosdémicas presentes.
Las traslocaciones son mas frecuentes ya que provocan la activacién de

protooncogenes.

Entre las alteraciones citogenéticas presentes en LLA-B se encuentran las
numéricas, donde la mas frecuente es la hiperploidia (mas de 50
cromosomas), la cual se relaciona con prondsticos favorables y es tipica
en la infancia. Mientras que la hipoploidia se relaciona con un mal

prondstico. Entre las traslocaciones mas significativas se encuentran:

o t(9;22) o cromosoma Philadelphia que produce proteina de fusion
BCR-ABL tipica en LMC que confiere peor prondstico en LLA. Es
tipica en adultos.

o t(12;21) originan gen de fusion TEL/AML-1. Frecuente en LLA
infantil y confiere buen prondstico.

o t(4;11) es tipica en poblacion infantil. Esta relacionada con la LALB1
o pro-B. Se asocia a un mal prondstico.

o t(1;19) es frecuente en ninos relacionada con mal prondstico.

o t(8;14) esta relacionada con el diagndstico de la variedad LALB4 o
L3.

1.9 DATOS DE MANIFESTACIONES CLINICAS DE LEUCEMIA
Algunas de las manifestaciones clinicas que se pueden encontrar son las

adenopatias, hepatoesplenomegalia, infiltracién en el Sistema Nervioso
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Central e infiltracion testicular. Esto como consecuencia del
desplazamiento progresivo de hematopoyesis normal por los blastos
dentro de la médula dsea y otra parte se debe a la infiltracion blastica de

tejidos u organos.

Ademas, al disminuir la hematopoyesis normal se producen citopenias
periféricas que culminan en sindrome anémico, neutropenia progresiva

con infecciones de repeticién y trombopenia con hemorragias.

La infiltracion blastica de otros organos de la LLA produce
hepatoesplenomegalia, adenopatias, dolor 6seo, infiltracion del sistema

nervioso central y testicular [24].

Se presentan citopenias en forma de anemias, trombopenias,
neutropenias y blastos presentes en sangre periférica. El diagnostico se
basa en una puncién medular para determinar la infiltracién de blastos
superior al 20% [24].

1.10 TRATAMIENTO DE LEUCEMIAS

La finalidad de dar tratamiento a estas leucemias es llegar a una remisién
completa, esto quiere decir, se pretende desaparecer signos y sintomas,
gue la presencia de blastos en medula d6sea sea normal, es decir, menor
al 5%. Finalmente se espera llegar a la recuperacion de la hematopoyesis
normal donde no haya blastos circulantes. En la LLA la deteccién de
enfermedad minima residual tiene importancia prondstica y decisiones en
cuento a intensificar o modificar el tratamiento, ya que la respuesta que
se tenga a la terapia es la variable prondstica mas importante en esta

patologia [24].
Se consideran de alto riesgo los siguientes factores:
o Nifnos menores de 1 afio o mayores de 9 afos

o Adultos mayores de 30 afios
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o Leucocitosis mayor a 30,000/mm3 en LLA-B

o Alteraciones genéticas como la traslocacion t(9;22) y la hipoploidia
t(4;11).

o Respuesta lenta en el dia 14 después del tratamiento.

o Enfermedad residual positiva después de haber llevado tratamiento.
El tratamiento se divide en tres etapas

1. Induccidn. Se da quimioterapia de induccién a la remisién. Los
medicamentos utilizados son vincristina, prednisona, L-
asparaginasa, antraciclinas, ciclofosfamida.

2. Consolidacion. Una vez alcanzada la remision completa se
administran farmacos como metotrexato y Ara-C.

3. Mantenimiento. Se asocia a medicamentos como 6-
mercaptopurina y metotrexato durante dos afos. Ocasionalmente

se administra vincristina y prednisona.

En el caso de LLA positiva para el cromosoma Philadelphia (Ph+) el
tratamiento se asocia con inhibidores de tirosina cinasa con la intencion

de mejorar la respuesta al tratamiento y supervivencia [24,25].

1.11 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

La leucemia aguda es la proliferacion clonal de células del sistema
hematopoyético caracterizada la mala diferenciacién, o bien, el bloqueo
de esta caracteristica. Esto tiene como resultado la acumulacion de células
no diferenciadas en la médula désea, que reemplazaran a las células
hematopoyéticas normales ya que impiden la producciéon de células
sanguineas de manera normal. En México, la tasa de mortalidad por

enfermedades hematooncoldgicas es de 10%; de ellas, la leucemia aguda
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se encuentra entre las primeras 15 causas de mortalidad, que

corresponde 5% de causas de mortalidad asociadas con cancer [26].

Las leucemias agudas constituyen el 3% de todas las neoplasias y el 50%
de todas las leucemias. La LLA es mas frecuente en nifios, la edad a la
gue se encuentra la mayor cantidad de casos es de 2-3 afios. Mientras
gue la leucemia mieloblastica es mas frecuente en adultos a los 60 afos
en promedio. Por otro lado, dentro de las leucemias linfoblasticas mas del
80-85% son de linaje B [25,27].

La leucemia linfoblastica aguda en adultos es un tipo de cancer que
usualmente empeora rapidamente si no se les da algun tipo de
tratamiento. En este tipo de cancer hematopoyético, gran parte de las
células hematopoyéticas se convierten en linfoblastos y ya no finalizaran
su maduracion en algunos de los dos linajes de linfocitos, que pueden ser
de linaje B o T. Al aumentar el nimero de blastos en sangre periférica y
la médula 6sea, hay menos capacidad para que estos sitios anatémicos
sean ocupados por glébulos blancos, glébulos rojos y plaquetas bien

desarrollados y diferenciados [28,29].

Algunas de las propiedades que adquieren las células en la leucemia
linfoblastica aguda es la ventaja proliferativa por distintos mecanismos,
asi como la incapacidad para realizar la hematopoyesis normal por lo
que persisten estadios inmaduros en forma de blastos. Como parte del
diagndstico se mide la cantidad de blastos en muestra de médula dsea
y/0 sangre periférica y se considera LLA cuando se encuentran

presentes al menos 20% de blastos [28].

También se ha descrito que la proliferacion anormal y descontrolada de

los progenitores de células B en la LLA-B resulta de la activacién
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constitutiva de la via de sefalizacion PI3K/Akt/mTOR, ya que esta via
juega un papel central en el crecimiento, proliferacién y condiciones

fisioldgicas y de supervivencia de las células B [29].

1.12 VIA DE SENALIZACION PI3K/Akt/mTOR

La via de sefalizacién PI3K/Akt/mTOR esta involucrada en la regulacién
de procesos que involucran el crecimiento y proliferacion celular, como
son: progresion del ciclo celular, la supervivencia celular, la migracién y
la sintesis de proteinas. En los ultimos anos se ha demostrado que la
desregulacion de esta via de senalizacién conlleva a la hiperactivacion de
ésta en varios tipos de cancer y se asocia con la promocion de generacién
de tumores y su relacion en la etiologia de varios eventos neoplasicos
(supervivencia de la célula, proliferacion y crecimiento celular,

metabolismo, angiogénesis y metastasis) [19, 31].

La fosforilacion reversible de lipidos de inositol es un proceso que controla
diversas funciones de la célula, tal es el caso del desarrollo y proliferacion
de los linfocitos B, donde la via de sefalizacion PI3K/Akt/mTOR puede
activarse cuando un antigeno se une al BCR a través de una serie de
fosforilaciones mediadas por proteinas tirosinas cinasas (Figura 3). La
activacion de esta via por receptor de superficie celular esta directamente
mediada por las isoformas de clase p110 (p110qa, p1103, p110dy p110y).
Estas subunidades conforman la familia PI3K que consiste en un grupo de
enzimas que transducen sefales que controlan la proliferacion,

diferenciacion, autorrenovacion y supervivencia celular [22,31].

Para que se active esta via es necesario la presencia de un factor de
crecimiento o la unidén por receptor de tirosinas cinasas. La unién de un
antigeno a los receptores de tirosina cinasa los activa. Una vez que el
receptor se activa, la porcion intracelular se autofosforila en la subunidad

efectora p85 cambiando su confirmacidn para permitir la unién de la
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subunidad catalitica p110 (subunidades de PI3K de clase I). Una Vez
fosforilada la subunidad p110 de PI3K convierte el fostidilinositol bifosfato
(PIP2) en fosfatidilinositol trifosfato (PIP3), reclutando una proteina que
contenga homologia por pleckistrina (PH), esta proteina puede ser la
proteina cinasa I dependiente de fosfoinisitido (PDK1), la cual fosforila la
cinasa de treonina-serina Akt al promover cambios conformacionales en
esta proteina, resultando en su fosforilacién en el dominio treonina 308.
A su vez, Akt activada inicia una cascada de sefalizacion que promueve
el incremento en la motilidad, supervivencia y crecimiento de la célula,
por lo que Akt puede regular a la proteina blanco de rampamicina en
mamiferos (MTOR), la cual es el uUltimo efector de PI3K. mTOR estd
conformado por dos complejos: mTORC1 y mTORC2. ElI complejo
mTORC1 fosforila humerosos sustratos que producen involucrados en el
metabolismo anabdlico necesarios para el desarrollo y proliferacion
celular; la cinasa I S6 (S6K1) es el sustrato directo que contribuye a la
reprogramacién metabdlica al incrementar la glucélisis y biosintesis de

proteinas, lipidos y nucleotidos [30,31,32].

Por otro lado, la proteina PTEN es un gen supresor tumoral, que se
encarga de defosforilar PIP3 en PIP2. Sin embargo, la pérdida o
disminucion de la expresién de PTEN estimula indirectamente la actividad
de PI3K, lo que lleva a la activacién constitutiva de Akt y a la regulacion

positiva de la proteina [33].
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Figura 3. Cascada de senalizacion de la via PI3K/Akt/mTOR dependiente
de la sefalizacion del receptor de células B mediada por la molécula
CD109.

El estudio y evaluacion de la via PI3K/Akt/mTOR asi como su activacion
aberrante se ha descrito en varios tipos de cancer, debido a que después
de p53, es la via mas frecuentemente activada en procesos neoplasicos
[22,32,33].

La activacion de la via PI3K/Akt/mTOR que involucra la fosforilaciéon de la
proteina Akt estd asociada con un diagndstico pobre y resistencia a
farmacos en pacientes pediatricos con LLA-B. Por ello, la isoforma delta
de PI3K, la cual esta ligada a hiperactivaciéon de dicha via al conducir a la
hiperproliferacion celular, ha comenzado a estudiarse como potencial
blanco terapéutico en muchos tipos de cancer, incluyendo la Leucemia
Linfoblastica Aguda. Ademas, la actividad de PI3K es estimulada por
diversos oncogenes Yy receptores de factores de crecimiento, por lo que el
aumento en la sefializacion de PI3K se considera un hallmark de cancer

ya que sus efectores potencian un microambiente que favorece el
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desarrollo de tumores para células cancerosas permitiendo su

proliferacion, progresiéon y supervivencia [31,32,34].

Se ha encontrado la via PI3K/Akt/mTOR con frecuencia en estudios a
pacientes con LLA-B. Un modelo prominente de activacion de PI3K en
LLA-B proviene de su activaciéon a través del oncogen BCR-ABL en el
cromosoma Ph+ LLA-B. En el afio de 1995, se demostré que p210 BCR-
ABL interacciona con la subunidad p85 de PI3K, aumentando asi la
actividad de PI3K sustancialmente en un modelo de leucemia mieloide
crénica. Sin embargo, no quedd claro hasta qué punto estas
observaciones podrian transferirse a LLA-B. Se proporcionaron ideas mas
mecanicistas a través de un modelo murino de Ph + LLA-B con ablacién
de Pik3r1 y Pik3r2. Sin estos genes que codifican las isoformas
reguladoras de PI3K, la transformacion mediada por p190 BCR-ABL se vio
afectada. Entre las isoformas de la subunidad catalitica de clase I PI3K,
p110d es el objetivo mas prometedor para la inhibiciéon en LLA-B dada la
expresion restringida de la isoforma p1103 en leucocitos y su importante

papel en la sefalizacién de linfocitos B [30,33,34,35].

La activacién de Akt es significativamente mas alta en LLA-B en
comparacion con una médula ésea sana. En pacientes pediatricos con LLA
pre-B, el pAkt se correlacion6 con una respuesta deficiente a la
quimioterapia y la sobreexpresion de pAkt in vitro fue suficiente para
revertir la induccién de apoptosis por farmacos anti-leucémicos estandar.
Por otra parte, en un estudio retrospectivo, pAkt se asocid a la
supervivencia general deficiente. Tras la inhibicion de mTOR con
rapamicina, los blastos de LLA-B demostraron la inhibicién del crecimiento

in vitro e in vivo [22,33].

Las mutaciones PTEN son infrecuentes en LLA-B. PTEN se considera la

contraparte de la PI3K oncogénica, pero paraddjicamente se encontrd que
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se sobreexpresaba en blastos de LLA-B. Sin embargo, el aumento de los
niveles de PTEN no condujo a una disminucién de la fosforilaciéon de Akt
sino a un aumento de pAkt. Este efecto paraddjico se atribuyd a la
disminucién de la actividad de la fosfatasa PTEN. CK2 es una cinasa
implicada en la fosforilacién de PTEN, por lo que el supresor de tumores
PTEN esta inactivo. En LLA-B, la actividad de CK2 se incrementd vy la
inhibicion restablecid la actividad de la fosfatasa de PTEN con la posterior
inactivacién de Akt. Al igual que la inhibicidn de PI3K, la inhibicién de CK2
fue capaz de inducir apoptosis en LLA-B [35].

2. ANTECEDENTES

El estudio de la via PI3K/Akt/mTOR en LLA-B ha sido explorado por
algunos grupos de investigacién. Por ejemplo, en el grupo de Neri
utilizaron la molécula RAD001, un inhibidor de mTOR, la cual es citotéxica
para las células de diferentes tipos de cancer incluyendo los diferentes
tipos de cancer hematoldgicos; el objetivo de esta investigacién fue
observar si la proteina mTOR que participa durante la activacion de la via
PI3K/Akt podia ser un blanco terapéutico. Encontraron que RADO001
disminuyo la viabilidad celular, indujo al arresto del ciclo celular y causé
apoptosis en las lineas celulares que utilizaron durante sus experimentos
[36].

Otro trabajo relacionado con esta via de sefalizacidon es el de Ye y
colaboradores, quienes encontraron que el gen GZD824, un inhibidor de
la tirosina cinasa de BCR-ABL, disminuye la viabilidad celular e induce el
arresto del ciclo celular causando apoptosis en los linfocitos B inmaduros
en la LLA. Ademas, este gen inhibe la activacién de la via PI3K/Akt por lo

gue suprime el crecimiento de células inmaduras de estirpe B [37].

Un problema frecuente en el tratamiento de pacientes con LLA es la

resistencia a los farmacos de tipo glucocorticoides (GC) que son
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administrados durante esta etapa de la enfermedad. Se sabe que la via
PI3K/Akt/mTOR contribuye en dicha resistencia. Por ello, Evangelisti y su
grupo de investigacion, analizaron por primera vez el potencial
terapéutico que podrian representar los inhibidores de la isoforma de
pl110 de la proteina cinasa 3-fosfatidilinositol (PI3K) al usarlos solos o
combinados con dexametasona en lineas celulares de LLA-B y células
provenientes de muestras de pacientes con LLA-B. Encontraron que un
inhibidor de la isoforma p110 tiene efecto citotdéxico en las células B de
LLA al inducir el arresto de ciclo celular y apoptosis, por lo que podria ser
una estrategia potencial de tratamiento para mejorar efectos terapéuticos

con GC y/o superar la resistencia a éstos [38].

Dos proteinas involucradas durante la sefializacion en la via PI3K/Akt son
S6 y Akt, las cuales se encuentran fosforiladas (pS6 y pAkt,
respectivamente) cuando esta en su forma activa. En el grupo de Simioni
administraron diferentes medicamentos de manera sola o en combinacién
para atacar diferentes blancos terapéuticos conocidos en la LLA-B.
Descubrieron las proteinas pAkt y pS6 se desfosforilaron, lo sugiriendo
que los compuestos eran citotoxicos para las células de LLA al promover
el arresto del ciclo celular y autofagia [39]. Gomes y colaboradores,
quienes mediante la técnica de citometria de flujo mostraron que la via
PI3K/Akt se encontraba mas activada en pacientes con diagndstico de
LLA-B pues vieron que la actividad de la cinasa CK2 era mas elevada
mientras que la actividad en la fosfatasa lipidica de PTEN fue mas baja en
pacientes con la LLA-B en relacion con que en los controles sanos. Por lo
tanto, dedujeron que la inactivacién postraduccional de PTEN esta
mediada por CK2 que podria estar asociada con la hiperactivacién de la
via PI3K/Akt. Por lo tanto, la inhibicion de CK2 podria constituir una

herramienta terapéutica en la LLA-B [40].
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3. JUSTIFICACION
El cadncer provoca alrededor de 8 millones de muertes al afo,
convirtiéndola en la principal causa de muerte a nivel mundial. Segun la
agencia de investigacion internacional de cancer (IARC) en su base de
datos de incidencia de cancer en los cinco continentes del afio 2003 al
2007, la LLA abarca menos del 1% de cancer en adultos, mientras que,
durante la infancia, se presenta hasta en un 25% de todos los tipos de

cancer y hasta un 80% de las leucemias [41].

En EUA la tasa de incidencia mas alta corresponde a la comunidad hispana
con 2.7 casos en hombres y 2.2 casos en mujeres por cada 100 000
habitantes. La tasa de mortalidad mas elevada se encuentra en la
comunidad hispana con 0.8 y 0.6 casos por cada 100 000 habitantes en
hombres y mujeres respectivamente. En México hasta el 2014, el cancer
de organos hematopoyéticos fue la principal causa de morbilidad
hospitalaria por tumores malignos en pacientes de entre 0 a 19 anos con
un promedio de 60.15 %. En los pacientes de 0 a 20 afios la tasa mas
alta de mortalidad fue por cancer de 6rganos hematopoyéticos -3 casos
de cada 100 000 personas [42]. La estimacidén promedio en la Ciudad de
México, fue reportado en 57.6 casos por milldn de nifos [43], de forma
tal que la incidencia de LLA parece ser mas alta que en otros paises; las
defunciones registradas hasta el afio 2001, fueron de 2.6 casos por cada
100 000 habitantes, por lo que se consideré la séptima causa de
mortalidad, mientras que para el grupo de 5 a 14 afos la incidencia de
mortalidad fue de 2.6 casos por cada 100 000 y por ende la segunda
causa de mortalidad [44].

La leucemia linfoblastica aguda es un tipo de cancer de dérganos
hematopoyéticos en el que ocurre una transformacién maligna de una
célula progenitora linfoide. Se ha encontrado que la via PI3K/Akt/mTOR

con frecuencia en estudios a pacientes con LLA-B estd descontrolada y
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promueve la proliferacion de células malignas de estadio previo CD19 y
células B maduras CD20, las cuales recientemente se estan empleando
como objetivos terapéuticos para farmacos que podrian regular esta via

y controlar la proliferacion de estas células malignas.
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4. HIPOTESIS

La via de sefializacion involucrada con la proliferacion celular
PI3K/Akt/mTOR de linfocitos B CD19+ y CD20+ de pacientes con LLA-B
estara mas activada respecto a los linfocitos B de pacientes considerados

como controles sanos.
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5. OBJETIVO GENERAL

Determinar la activacion de la via de senalizacion PI3K/Akt/mTOR; dichos

marcadores se asociaran con el desarrollo, susceptibilidad y/o proteccién

a Leucemia Linfoblastica Aguda de linfocitos B.

6.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Estandarizar el aislamiento de leucocitos a partir de muestras de

sangre periférica y/o médula ésea de pacientes con LLA-B atendidos
en el Servicio de Hematologia Adultos en el CMN “20 de Noviembre”,
ISSSTE.

. Estandarizar el aislamiento de leucocitos a partir de muestras de

sangre periférica de Controles Clinicamente Sanos (CCS) obtenidas
en el Banco de Sangre del CMN “20 de Noviembre”, ISSSTE.

. Estandarizar la técnica de citometria de flujo para la identificacidon

de linfocitos B inmaduros (CD19+) y maduros (CD20+), asi como
aquellos en los que se encuentre activada la via de sefalizacion
PI3K/Akt/mTOR y que resulten positivas para los anticuerpos anti-
fosfo Akt y anti-fosfo S6 en las muestras de pacientes con LLA-B y
Ccs.

. Analizar los datos obtenidos a partir de la técnica de citometria de

flujo utilizando un software especializado: FlowJo_V10.

. Relacionar los datos analizados de las muestras de pacientes con

LLA-B y CCS con la activacion de la via de sefalizacion
PI3K/Akt/mTOR, asi como con el tipo de cancer analizado en este
estudio (LLA-B).
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7. DISENO Y TIPO ESTUDIO

El presente es un estudio transversal y analitico.

Poblacion de estudio: Pacientes que presenten leucemia linfoblastica
aguda de linfocitos B (LLA-B) y un grupo de controles clinicamente sanos
(CCS, donadores de banco de sangre). Los candidatos (pacientes y
controles) seran invitados a participar en el estudio por medio de una
invitacion verbal y escrita de los objetivos de investigacion, asi como lo
gue implica su participacion en ella, posteriormente si aceptan se les

pedira firmar un consentimiento informado, asi como aviso de privacidad.

Universo de trabajo: Pacientes de cualquier sexo con Leucemia
linfoblastica Aguda de linfocitos B (LLA-B) diagnosticados por un
especialista, que cuenten con un expediente clinico completo del CMN “20
de Noviembre”, ISSSTE. Debido a que es un estudio pareado se incluira
un grupo de control clinicamente sano tomado del banco de sangre del

instituto, del mismo género y edad, de los pacientes.

Esquema de seleccion

Definicion del grupo control: Individuos clinicamente sanos que
acepten el ingreso al protocolo de estudio y hayan llenado correctamente
su consentimiento informado, sin antecedentes familiares de cualquier

tipo de cancer y enfermedades autoinmunes.
Definicion del grupo a intervenir: Pacientes con diagnédstico de

leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B captados en la consulta del

Servicio de Hematologia en el CMN “20 de Noviembre”.
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Criterios de inclusion

1.

Diagnéstico confirmado de leucemia linfoblastica aguda de linfocitos
B.

. Ser paciente del Servicio de Hematologia del CMN "20 de

Noviembre”.

. Firmar cartas de consentimiento informado y de proteccion de datos

para la inclusidn a este protocolo.

Criterios de exclusion.

. Aquellos pacientes que no cumplan con los criterios de inclusion.
. Aquellos pacientes que presenten otro tipo de cancer o tumoracion.

. Aquellos pacientes que no hayan firmado la carta de consentimiento

informado y/o el aviso de privacidad.

. Aquellos pacientes que presenten enfermedades infecciosas como

VIH.

Criterios de eliminacion.

1.

Todo aquel paciente que no desee continuar en el protocolo de

investigacidn o que se relsen a continuar con el mismo.

. Aquellos pacientes que no tengan expedientes completos.

3. Todas aquellas muestras que por motivo de toma de muestra o

inherente a esta, no puedan procesarse adecuadamente.

Muestreo no probabilistico: Muestreo por conveniencia. El

reclutamiento sera por conveniencia, por la poblacion reducida que se

diagnostica y puede considerarse para el presente estudio no se realizd

un calculo de muestra.
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. ASPECTOS ETICOS

. De acuerdo con la Ley General de Salud en materia de Investigacién
en Salud, se trata de una investigacion de riesgo minimo.

. El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica, Investigacion y
Bioseguridad del CMN “20 de Noviembre”, ISSSTE (ANEXO I).

. Los pacientes firmaran una carta de consentimiento informado
previo a la inclusidn del estudio, en donde se les explicara el
propdsito, los beneficios y riesgos que podrian presentarse en el
curso de la investigacion, asi como también se les informara de sus
derechos y responsabilidades al momento de estar incluidos
(ANEXO II).

. La decisidn de participar en el estudio es responsabilidad solamente
de los pacientes o controles, asi como de retirarse del estudio
cuando asi lo deseen, su decisién no afectara de ningun modo la
atencién que reciben en el Centro Médico Nacional “20 de
Noviembre” ISSSTE.

. Los datos recabados se mantendran de manera confidencial, los
datos solo seran manejados por el investigador principal y los
investigadores involucrados en el presente protocolo de
Investigacion del CMN "“20 de Noviembre”, ISSSTE. En la
recoleccion de datos personales se siguen todos los principios que
marca la ley Federal de Proteccion de Datos: Licitud, calidad,
consentimiento, informacion, finalidad, lealtad, proporcionalidad vy
responsabilidad. Se han implementado las medidas de seguridad,
técnicas, administrativas y fisicas necesarias para proteger los
datos personales y evitar dano, pérdida, alteracion, acceso o
tratamiento no autorizado. Toda la informacion proporcionada se
utilizard con fines de investigacién y conforme al consentimiento
informado (ANEXO III).
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6. Los investigadores confirmamos que la revisidn de los antecedentes
cientificos del proyecto justifican su realizacién, que contamos con
la capacidad para llevarlo a buen término, nos comprometemos a
mantener un estandar cientifico elevado que permita obtener
informacion atil para la sociedad, a salvaguardar la confidencialidad
de los datos personales de los participantes en el estudio,
pondremos el bienestar y la seguridad de los pacientes sujetos de
investigacién  por encima de cualquier otro objetivo, y nos
conduciremos de acuerdo a los estandares éticos aceptados
nacional e internacionalmente segun lo establecido por la Ley
General de Salud, Las Pautas Eticas Internacionales Para la
Investigacion y Experimentacién Biomédica en Seres Humanos de
la Organizacién Mundial de la Salud, asi como la Declaracion de

Helsinki.
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9. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La metodologia para este estudio se llevd a cabo mediante un modelo
experimental con muestras de sangre periférica (SP) y médula ésea (MO)
tomadas de pacientes diagnosticados en el Centro Médico Nacional “20 de
Noviembre”, ISSSTE con LLA-B, de las cuales se separaron los linfocitos
B mediante el uso centrifugacion diferencial. Se utilizaron anticuerpos
anti-CD19 y anti-CD20, asi como un kit de analisis de vias de sefializacién
por citometria de flujo (PI3K/Akt/mTOR) y se probaron la proliferacion de
las células obtenidas por citometria de flujo y moléculas de sefializacion
intermedias relacionadas a fosforilacion involucrados con su capacidad

para proliferar y expandirse.

Materiales

= Material bioldgico

e Muestra de sangre periférica de pacientes con Leucemia
Linfoblastica Aguda de Linfocitos B atendidos en el servicio de
Hematologia en el Centro Médico Nacional “20 de Noviembre”,
ISSSTE.

e Muestra de médula o6sea de pacientes con Leucemia
Linfoblastica Aguda de Linfocitos B atendidos en el servicio de
Hematologia en el Centro Médico Nacional 20 de Noviembre”,
ISSSTE.

e Muestra de sangre periférica de donadores voluntarios del
Banco de Sangre del Centro Médico Nacional “20 de
Noviembre”, ISSSTE.
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= Material de laboratorio
e Sistema BD Vacutainer ®. Tubos con anticoagulante EDTA-
K2.

e Placa de 96 pozos de cultivo celular con fondo conico.

= Reactivos
e Kit FlowCellect PI3K-mTOR Signalling Cascade Mapping kit.
Cat. No. FCCS025210
- Wash buffer 1X
- Assay buffer 1X
- Permeabilization Buffer 1X
- Fixation Buffer 1X

e Agua destilada

e ICF (Instrument Cleaning Fluid) Millipore ®

e PBA 1X (Protein Blocking Agent)

e Buffer de lisis (NH4CI, EDTA, NaHCO3)

e PBS 1X

e Anticuerpo anti-CD19 (fluorocromo PE)

e Anticuerpo anti-CD20 (fluorocromo PE)

¢ Anticuerpo monoclonal anti-fosfo Akt (fluorocromo PerCP)

e Anticuerpo monoclonal anti-fosfo S6 (fluorocromo Alexa Fluor
488)

Preparacion de diluciones

- Dilucién 1:10. Para preparar 10 mL de Wash Buffer 1X:
1 mL de Wash Buffer 10X + 9 mL de agua destilada.

- Dilucioén 1:2. Para preparar 1 mL de Fixation Buffer 1X:
500 pL de Fixation Buffer + 500 pL de Wash Buffer 1X.
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- Dilucion 1:5. Para preparar 10 mL de Assay Buffer 1X: 2
mL de Assay Buffer + 10 mL de agua destilada.

Equipo

e Citometro de flujo Guava easyCyte TM System de Millipore ®
e Centrifuga modelo SIGMA 2-5

e Microcentrifuga FORCE MICRO Modelo 1624

e Pipetas marca GILSON de 2 pL, 200 pLy 1000 L

CITOMETRIA DE FLUJO

Con previo consentimiento informado y aviso de privacidad firmado por
cada paciente con leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B y sujeto
clinicamente sano se obtuvo una muestra de sangre periférica; en algunos
casos se obtuvo muestra de médula ésea de pacientes con leucemia

linfoblastica aguda de linfocitos B.

Las muestras tanto de sangre periférica y médula ésea se recolectaron en
tubos del sistema BD Vacutainer ® con anticoagulante EDTA-K2 y fueron
proporcionadas por un médico residente del Centro Médico Nacional “20
de Noviembre”, ISSSTE.

Se tomd 1.2 mL de sangre periférica y/o médula ésea del tubo de cada
muestra y se depositd en un tubo para microcentrifuga (Eppendorf) de

1.5 mL. Este tubo se centrifugd a 300 rpm durante 10 minutos.

Se obtuvieron 3 fases después de la centrifugacion: plasma, interfase

(leucocitos) y paquete globular.

o El plasma se deposit6 en tubos para microcentrifuga rotulados para su
almacenamiento a -80 °C en ultracongelador.

o El paquete globular se desecho correctamente.
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o La interfase se separé y deposité en tubo cénico de 50 mL con 25 mL
de buffer de lisis, se homogeneizé e incubd durante 20 minutos a

temperatura ambiente.

El tubo con la muestra se centrifugd 1800 rpm durante 5 minutos. El
sobrenadante se decantd y desechd correctamente; el pellet se

resuspendio en 10 mL de PBS 1X.

La muestra se centrifugd a 1800 rpm durante 5 minutos y se decantd el
sobrenadante para desecharlo correctamente. El pellet se resuspendié en

2 mL de PBA 1X y se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Se centrifugd la muestra a 1800 rpm durante 5 minutos y se decanto el
sobrenadante para desecharlo correctamente. El pellet se resuspendid en
2 mL de PBA 1X. la muestra se separ6 en dos tubos para microcentrifuga
correctamente rotulados para realizar 2 tinciones. Se deposité un mililitro

de la muestra en cada uno de los tubos

1. TINCION SIMPLE

La muestra, ya sea sangre periférica o médula ésea de los pacientes con
leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B o controles clinicamente sanos
se dividié de la siguiente manera para realizar una tincién simple con los
siguientes anticuerpos: anti-CD19, anti-CD20, anti-fosfo Akt y anti-fosfo
S6.

200 pL de la muestra de sangre periférica y/o médula 6sea para

anticuerpo anti-CD19.

200 pL de la muestra de sangre periférica y/o médula dsea para

anticuerpo anti-CD20.
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El volumen restante de la muestra de sangre periférica y médula dsea
se juntd para hacer un pool, el cual se dividi6 en tubos para

microcentrifuga de la siguiente manera:

200 pL de pool para el anticuerpo anti-fosfo S6
200 uL de pool para el anticuerpo anti-fosfo Akt
400 pL de pool sin tincidn

Se agregd a cada tubo con muestra 2 pL del anticuerpo correspondiente.
Se incubaron las muestras con el anticuerpo durante 1 hora 30 minutos

en oscuridad.

Se centrifugaron las muestras a 1800 rpm durante 5 minutos. Después
se decantd y desechd correctamente el sobrenadante. Se resuspendié el
pellet en 1 mL de PBA 1X y se repitidé el lavado una vez mas. Al final del

lavado el pellet se resuspendié en 2 mL de PBA 1X.

Se agregd 30 uL de cada uno de los tubos con muestra y 170 pyL de PBA
1X para depositarlos en una placa de 96 pozos para ser leida en el

citdmetro de flujo.

2. TINCION CON FlowCellect™ PI3K-mTOR Signaling Cascade
(KIT)

Se centrifugd la muestra a 1800 rpm durante 5 minutos y se decanto el

sobrenadante. El pellet se resuspendié en 1 mL de Wash Buffer 1X.

La muestra se centrifugd a 400 g durante 5 minutos y se decantd el
sobrenadante. El pellet se resuspendié en 500 pL de Fixation Buffer 1X.

Posteriormente se incubd 20 minutos en hielo.

Se centrifugd a 400 g durante 5 minutos y se decantd el sobrenadante.

El pellet se resuspendié en 500 uL de Wash Buffer 1X.
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La muestra se centrifugd a 400 g durante 5 minutos y se decantd el
sobrenadante. Se resuspendié el pellet en 500 pL de Permeabilization

Buffer 1X y se incubd 20 minutos en hielo.

Se centrifugd a 400 g durante 5 minutos y decantd el sobrenadante. Se

resupendid el pellet en 500 pL de Wash Buffer 1X.

La muestra se centrifugd a 400 g durante 5 minutos y se decanté el

sobrenadante. El pellet se resuspendié en 500 UL de Assay Buffer 1X.

Se dividid la muestra en 5 tubos Eppendorf diferentes con 100 uyL de
muestra cada uno. A cada tubo se le adicionaron 2 pL de anticuerpo como

se indica a continuacion:
Tubo 1: anti-CD19/anti-fosfo Akt
Tubo 2: anti-CD19/anti-fosfo S6
Tubo 3: anti-CD20/anti-fosfo Akt
Tubo 4: anti-CD20/anti-fosfo S6
Tubo Sin Tincion

Se incubaron las muestras durante 1 hora 30 minutos en oscuridad. Se
realizaron 2 lavados con PBA 1X igual al procedimiento descrito en la
Tincién Simple. La muestra se resuspendié en 200 pL de PBA1X y se
transfirieron 30 pL de la muestra mas 170 uL de PBA 1X a una placa de

96 pozos para su posterior lectura en el citdmetro de flujo.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se evalud la normalidad de los datos obtenidos a partir de citometria de
flujo y se determind utilizar una t de student no pareada de dos colas,
con un indice de confianza del 95% con significancia estadistica p<0.05.

Para la presentacion de los resultados en graficas se utilizé el programa
GraphPad Prisma 6.0
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10. RESULTADOS

Previa firma de consentimiento informado y aviso de privacidad, se
solicitd la donacién de muestras para la presente investigaciéon de
controles clinicamente sanos reclutados del Banco de Sangre del CMN “20
de Noviembre”, ISSSTE y pacientes diagnosticados con Leucemia
Linfoblastica Aguda de Linfocitos B. La poblacion estudiada fue
caracterizada, la edad promedio para los pacientes con LLA-B fue de
42.5+13.8 afos se trabajé con 10 muestras de pacientes cuyo diagndstico
fue el siguiente: 80% de ellos con LLA de células precursoras B (LLA-B),
10% con Leucemia Mieloblastica Aguda y 10% con Linfoma no Hodgkin;
s6lo un paciente con LLA-B estaba en tratamiento sin duracion
especificada. De los 10 pacientes se obtuvieron 9 muestras de sangre

periférica y 8 de médula ésea.

Tablal. Caracteristicas sociodemograficas de la Poblacion de estudio

Pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda de
linfocitos B (LLA-B)

Poblacion n=10
Edad (afios) 42.5+13.8
Sexo (M/F) 50%/50%

Diagndstico*
e LLA de linfocitos B

80 %
e Leucemia Mieloide
10%
Aguda
10%
o LINFOMA NO HODGKIN
Tipo de muestra
e Sangre periférica 90%
e Médula 6sea 80%
Tratamiento
¢ Inmunoglobulina anti- 10%
timocito, ciclosporina
e Ninguno 90%

*Con apoyo del Servicio de Hematologia del CMN “20 de Noviembre”, ISSSTE se accedid al

Sistema SIAH de expedientes clinicos
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Una vez realizada la metodologia experimental, se analizaron los dot plots
obtenidos de las células tefidas con el software FlowJo_V10_CL. Para este
estudio se analizaron 10 muestras de pacientes con Leucemia
Linfoblastica Aguda de linfocitos B (LLA-B), de las cuales 9 fueron de
sangre periférica y 8 muestras de médula 6sea, ademas, se trabajo con

10 muestras de sangre periférica de controles clinicamente sanos (CCS).

A continuacién, se muestran imagenes representativas de los graficos
obtenidos, en ellos se observa que es mayor el porcentaje de células
positivas de las muestras de sangre periférica (SP) o médula ésea (MO)
de pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda de linfocitos B con
respecto a las muestras de los Controles Clinicamente Sanos para los
anticuerpos especificos del linaje B de linfocitos (anti-CD19 para linfocitos
pre-B y anti-CD20 para linfocitos B maduros), asi como para los
anticuerpos de las moléculas involucradas en la activacion de la via de
sefalizacion PI3K/Akt/mTOR en su forma fosforilada (pAkt y pS6). Para
el analisis de cada muestra se utilizé un tubo control, el cual se procesd

bajo las mismas condiciones con excepcién del marcaje con anticuerpos.

En la Figura 4 se observan los graficos de tipo dot plot obtenidos a partir
de muestras de sangre periférica de los controles clinicamente sanos, en
los cuales, la muestra sin tincion se encuentra del lado izquierdo y la que
esta teflida se encuentra del lado derecho. Se observa que en las
muestras no teiidas el porcentaje de células doble positivas, es decir, las
células marcadas con el anticuerpo especifico del linaje B de linfocitos y
con el anticuerpo de la molécula fosforilada involucrada en la via de
sefalizacion PI3K/Akt/mTOR, fue cero mientras que en las muestras
tefiidas con los anticuerpos aumenté ligeramente el porcentaje de células
doble positivas, lo que sugiere que en algunas células se encontraba
activada la via PI3K/Akt/mTOR.
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Figura 4. Citometria de flujo de muestras de sangre periférica (SP)

de Controles Clinicamente Sanos (CSS)

En las Figuras 5 y 6 se observan los graficos dot plots de las muestras
de pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda de linfocitos B de sangre
periférica y médula désea, respectivamente. De igual manera, del lado
izquierdo, se encuentran los graficos de las muestras sin marcaje con
anticuerpos mientras que del lado derecho se encuentran las muestras
tefiidas con los respectivos anticuerpos. El porcentaje de células doble
positivas en ambos tipos de muestras (sangre periférica y médula ésea)
fue mayor con respecto a las células doble positivas de las muestras de
sujetos clinicamente sanos. Esto coincide con uno de los puntos clave para
el diagndstico de este tipo de cancer sanguineo, donde los linfocitos B se
encontraran aumentados al estar desregulado el proceso de proliferacion,

en el cual esta involucrada la via de sefalizacion PI3K/Akt/mTOR.
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Figura 5. Citometria de flujo de muestras de sangre periférica (SP)

de pacientes con Leucemia Linfoblastica de linfocitos B (LLA-B)
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Figura 6. Citometria de flujo de muestras de médula 6sea (MO) de
pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda de Linfocitos B (LLA-
B)

Una vez adquiridas las muestras en totalidad, se procedié a su analisis
grafico y estadistico mediante Graph.Path 6. En seguida, se presentan
los datos obtenidos a partir del analisis grafico y estadistico para las
células CD19+, CD20+, CD19+/Akt+, CD19+/S6+, CD20+/Akt+ vy
CD20+/S6+.

Como se describié en la metodologia experimental, se utilizaron los
anticuerpos monoclonales anti-CD19 y anti-CD20 (conjugados con el
fluorocromo PE) para identificar células pre-B y células B maduras,

respectivamente en circulacién sanguinea. En la Figura 7 se muestra la
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media y desviacidén estandar del porcentaje de células positivas para los
anticuerpos anti-CD19 y anti-CD20 de las muestras procesadas de sangre
periférica de CCS (n=10) y pacientes con LLA-B (n=9). Se observa que
después de haber realizado la tincion, se obtuvo un aumento en el
porcentaje de células positivas para los anticuerpos anti-CD19 y anti-
CD20 en las muestras de pacientes con LLA-B con respecto a las muestras

de sujetos sanos (CCS).
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Figura 7. Citometria de flujo para la identificacion de linfocitos B
en las muestras de sangre periférica de controles clinicamente
sanos (n=10) y de pacientes con leucemia linfoblastica aguda de
linfocitos B (n=9)

Posteriormente, se determind la activacion de la via de senalizacion
PI3K/Akt/mTOR en los linfocitos pre-B de las muestras de sangre
periférica y médula d6sea, tanto de los CCS como de las muestras de

pacientes con LLA-B. Primero, se estudio la unién del anticuerpo anti-fosfo
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Akt a la proteina Akt, la cual, al estar fosforilada sugiere que se encuentra
activada la via de sefalizacién PI3K/Akt/mTOR en el linfocito pre-B. En la
Figura 8 se muestra la media y desviacion estandar del porcentaje de
células positivas pre-B con la via de senalizacion activada, es decir,
CD19+/pAkt+ de las muestras de CCS (n=10) y LLA-B (n=9).
Adicionalmente se hizo una t de student y se obtuvo una p=0.1195, sin
diferencia estadisticamente significativa. Posteriormente, se cuantifico el
porcentaje de linfocitos pre-B en los que se encontraba activada la via de
sefalizacion PI3K7Akt/mTOR mediante la unién del anticuerpo anti-fosfo
S6 a dicha proteina fosforilada dentro de la célula. En la Figura 9 se
muestra la media y desviacion estandar de las células pre-B en las que se
encontraba la via de sefalizacién activada. Se observd que la via se
encuentra activada en menor proporcién en los CCS (n=10) con respecto
a pacientes con LLA-B (n=9). Adicionalmente se hizo una t de student y

se obtuvo una *p=0.0158, con diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 8. Citometria de flujo para la identificacion del porcentaje
de células positivas para el marcaje con el anticuerpo monoclonal
anti-CD19 y el anticuerpo monoclonal anti-fosfo Akt en muestras
de sangre periférica de controles clinicamente sanos (n=10) y de
pacientes con leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B (n=9).
p=0.1195
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Figura 9. Citometria de flujo para identificar el porcentaje de
células positivas para el marcaje con anticuerpos monoclonales
anti-CD19 y anti-fosfo S6 en muestras de sangre periférica de
controles clinicamente sanos (n=10) y de pacientes con leucemia
linfoblastica aguda de linfocitos B (n=9). *p=0.0158.

En las Figuras 10 y 11 se observan los graficos obtenidos después del
anadlisis de las muestras para determinar el porcentaje de linfocitos B
maduros (CD20+) en los que se encontraba activada la via de sefializacién
PI3K/Akt/mTOR, es decir, las células fueron positivas para el marcaje con
los anticuerpos anti-fosfo Akt y anti-fosfo S6. En la Figura 10 se muestra
el analisis de 10 muestras de sangre periférica de CCS y 9 muestras
también de sangre periférica de pacientes con LLA-B. En el grafico se
observa la media y desviacion estandar del porcentaje de células positivas
para los anticuerpos anti-CD20 y anti-fosfo Akt, donde se observa que

hay un ligero aumento en la activacién de la via de sefalizacién en
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pacientes con LLA-B con respecto a los CCS al haber mayor proliferacién
celular en este tipo de cancer hematoldgico. Adicionalmente se hizo una
t de student y se obtuvo una p=0.5331, es decir, no hubo diferencia

estadisticamente significativa.

SANGRE PERIFERICA

%CR0+IAkt

Figura 10. Citometria de flujo en muestras de sangre periférica de
controles clinicamente sanos (n=10) y de pacientes con leucemia
linfoblastica aguda de linfocitos B (n=9) utilizando Ilos
anticuerpos monoclonales anti-CD20 y anti-fosfo Akt para la
identificacion de linfocitos B maduros en los que se encontrara la
via de senalizacion PI3K/Akt/mTOR activada al estar unidas las

proteinas especificas con el anticuerpo especifico. p=0.5331

En la Figura 11 se muestra el grafico obtenido a partir de los resultados
de la citometria de flujo realizada a muestras de sangre periférica de CCS

(n=10) y de pacientes con LLA-B (n=9), donde se observa la media y
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desviacion estandar del porcentaje de células positivas para el marcaje
con los anticuerpos anti-CD20 y anti-fosfo S6, sugiriendo que la via de
sefalizacion PI3K/Akt/mTOR se encuentra mas activada en pacientes con
LLA-B con respecto a los CCS. Adicionalmente se realizé una t de student
y se obtuvo una *p=0.0179, es decir, hubo diferencia estadisticamente

significativa entre el grupo de CCS y de pacientes con LLA-B.
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Figura 11. Citometria de flujo en muestras de sangre periférica
(SP) de controles clinicamente sanos (n=10) y de pacientes con
leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B (n=9) utilizando los
anticuerpos monoclonales anti-CD20 y anti-fosfo S6 para la
identificacion de linfocitos B maduros en los que se encontrara la
via de senalizacion PI3K/Akt/mTOR activada. *p=0.0179

Finalmente, se determind el porcentaje de linfocitos pre-B (CD19+) y

linfocitos B maduros (CD20+) en los que estaba activada la via de
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sefalizacion PI3K/Akt/mTOR (pAkt+ y pS6+) en médula d6sea. Esta
determinacion se hizo Unicamente para las muestras obtenidas de
pacientes con LLA-B debido a que este tipo de puncidon se realiza como
parte del diagndstico de estos pacientes y no es posible obtener muestras
de personas sanas. Primero, se determind el porcentaje de linfocitos pre-
B (CD19+) y linfocitos B maduros (CD20+). En la Figura 12 se muestra
la media y desviacidon estandar del porcentaje de células positivas para
estos anticuerpos en las ocho muestras de médula ésea trabajadas en
este experimento. Ademas, se observa que hay mayor cantidad de células
pre-B con respecto a las células B maduras en las muestras de médula
O0sea de pacientes, lo cual correlaciona con las muestras de sangre
periférica pues se espera que al estar aumentados los linfocitos B en

sangre periférica también lo estén en médula désea.
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Figura 12. Citometria de flujo en muestras de médula 6sea (n=8)
de pacientes con leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B (LLA-
B) utilizando los anticuerpos monoclonales anti-CD19 y anti-CD20
para identificar la poblacion de células pre-B y células B maduras,

respectivamente.

Adicionalmente, se realizd el mismo analisis hecho en las muestras de
sangre periférica con la finalidad de identifica aquellas células positivas
para el marcaje del linaje B de linfocitos en las que estaba activada la via
de sefializacion PI3K/Akt/mTOR para lo cual, se utilizaron los anticuerpos
anti-CD19 (linfocitos pre-B), anti-CD20 (linfocitos B maduros) y anti-fosfo
Akt y anti-fosfo S6 (moléculas involucradas en la via de sefalizacion
PI3K/Akt/mTOR activada). En la Figura 13 se observa la media y
desviacidén estandar del porcentaje de células positivas para el marcaje

con el anticuerpo anti-CD19; en la segunda y tercera barra se muestra el
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porcentaje de células pre-B en las que se encontraba activada la via de
sefalizacion PI3K/Akt/mTOR al unirse el anticuerpo anti-fosfo S6 y anti-

fosfo Akt, respectivamente en las ocho muestras de médula dsea.
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Figura 13. Citometria de flujo en muestras de médula 6sea (n=8)
de pacientes con leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B (LLA-
B) para la identificacion de células pre-B en las que se encontraba
activada la via de senalizacion PI3K/Akt/mTOR al estar presente
la union de ambos anticuerpos en las células de linfocitos B

inmaduras.
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Por otro lado, en la Figura 14 se observa la media y desviacién estandar
del porcentaje de células positivas para el marcaje con el anticuerpo anti-
CD20; en la segunda y tercera barra se muestra el porcentaje de células
B maduras en las que se encontraba activada la via de senalizacién
PI3K/Akt/mTOR al unirse el anticuerpo anti-fosfo Akt y anti-fosfo S6,

respectivamente en las ocho muestras de médula ésea.
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Figura 14. Citometria de flujo para la identificacion de células B
maduras en las que se encontraba activada la via de seializacion
PI3K/Akt/mTOR en muestras de médula 6sea (n=8) de pacientes

con leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B (LLA)
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11. DISCUSION

La leucemia linfoblastica aguda es un tipo de cancer de odrganos
hematopoyéticos en el que ocurre una transformacion maligna en una
célula progenitora linfoide, la cual se caracteriza por la proliferacion clonal
y supervivencia prolongada de estas células inmaduras linfoides en
médula odsea, sangre periférica y sitios extramedulares. Como
consecuencia, hay un aumento de blastocitos circulantes y reemplazo de

células hematopoyéticas normales por células malignas.

En este proyecto, se emplearon muestras de sangre periférica (SP) de
pacientes con leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B (LLA-B) y de
controles clinicamente sanos (CCS). En algunos casos, se obtuvo muestra
de médula 6sea (MO) de pacientes con LLA de linfocitos B. El objetivo
principal de este proyecto fue estudiar la activacién de la via de
sefalizacion PI3K/Akt/mTOR en los linfocitos B utilizando la técnica de
citometria de flujo con el uso de anticuerpos monoclonales para identificar
los linfocitos pre-B (CD19+) y B maduros (CD20+), asi como dos
proteinas fosforiladas: Akt y S6, las cuales participan en la cascada de
sefalizacion la via de sefializacién PI3K/Akt/mTOR, involucrada en

procesos celulares de crecimiento y proliferacion celular.

Se utilizaron los anticuerpos anti-CD19 y anti-CD20 para identificar los
linfocitos B en dos de sus estadios de diferenciacion debido a que en la
superficie de las células B se encuentran presentes algunas
inmunoglobulinas que funcionan como receptores celulares para
antigenos de superficie, a estos se les conoce como receptor de células B
(BCR). Cuando un antigeno se une al BCR desencadena una respuesta
inmune antigeno-especifica activando a la célula para que lleve a cabo su
diferenciacion de célula B a célula B plasmatica. Esta uniéon antigeno-
especifica con el BCR estimula vias de activacion como la de la PLCy2 y

cinasas dependientes de fosfoinositol trifosfato (PI3K) que a su vez
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activaran otras cinasas [5]. Es por ello que se utilizaron antigenos de
membrana exclusivos de linfocitos B cuya expresion depende de la etapa
de maduracién en la que se encuentren, lo que permiten su identificacion.
El antigeno especifico CD20 es una fosfoproteina transmembranal no
glicosilada que forma tetrameros y funciona como un canal de calcio, por
lo que tiene relevancia en la progresién del ciclo celular y vias de
sefalizacion en el proceso de diferenciacion y maduracién [18]. Ademas,
se expresa durante el proceso de diferenciacién de células B tanto
normales como malignas excepto en células precursoras y células
plasmaticas. Por otro lado, el antigeno CD19 es una glicoproteina
transmembranal de tipo 1 que pertenece a la superfamilia de las
inmunoglobulinas y actia como receptor critico para la transduccién de
sefiales del BCR para la expansidn de las células B al reclutar y activar las

cinasas PI3K y Akt en sentido ascendente [45].

Se observé un aumento notable en la poblacion de células B, tanto
inmaduras como maduras en las muestras de sangre periférica y de
médula ésea en algunos pacientes con leucemia linfoblastica aguda de
linfocitos B con respecto a las muestras de los controles clinicamente
sanos (sélo sangre periférica), ya que el aumento de este tipo de
poblacién linfocitaria forma parte del diagnéstico de este tipo de cancer
(Figura 7 y 12).

La expresion de CD19 y CD20 en muestras de sangre periférica de

pacientes con LLA-B

En nuestros resultados obtuvimos que el porcentaje de células B positivas
para la expresién del antigeno CD19, es decir, células pre-B, fue mayor
en la poblacién de estudio de pacientes con LLA-B (35.76%) con respecto

a la poblacién de CCS (27.13%) (Figura 7). Este resultado coincide con
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lo que se encuentra reportado previamente en la literatura, ya que esta
glicoproteina se expresa en todas las leucemias aguas de linfocitos B [17].
Por otro lado, se sabe que en personas con leucemia linfoblastica aguda
hay un mayor nimero de blastocitos en circulacion sanguinea que en
sujetos sanos, por lo que el anticuerpo que marcara las células pre-B se
vera mayormente expresado en pacientes con este tipo de cancer. Al estar
expresada la glicoproteina CD19 en los pacientes, esta podria regular la
via de senalizacién de PI3K/Akt/mTOR de manera dependiente del BCR.

La expresion del antigeno CD20 es mayor en proporcion en las células B
maduras de los pacientes con LLA-B (2.88%) con respecto a la poblacién
de CCS (2.23%), esto sugiere que en la fase de linfopoyesis donde se
traduce y expresa esta proteina se activa de manera diferente en
pacientes con LLA-B en linfocitos B. Sin embargo, el porcentaje de células
B maduras positivas no es tan elevado como el porcentaje de células B
inmaduras positivas, puesto que la leucemia linfoblastica aguda se
caracteriza por la presencia de blastos en un 20% o mas en circulacién
sanguinea, lo que indica que esta proporcion de células inmaduras se

encuentra en médula 6sea [25].

Activacion de Ila via PI3K/Akt/mTOR en células CD19 y CD20 de
muestras de sangre periférica de pacientes con LLA-B y controles

sanos.

La via de sefalizacion PI3K/Akt/mTOR tiene un papel importante en
funciones fisioldgicas como la progresién del ciclo celular, diferenciacion,
supervivencia, apoptosis y sintesis de proteinas. Cuando no se encuentra
regulada la activacion de esta via de sefializacién, se asocia a oncogénesis
y la progresién de algunos tipos de cancer de tumores sélidos y

hematoldgicos. El receptor de células B (BCR) puede activarse por la
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estimulacién promovida por un antigeno, el cual conduce la sefializacion
mediante un complejo conformado por CD19-CD21-CD81, dependiendo
del antigeno puede desencadenar a diferentes procesos: supervivencia,

proliferacidon o diferenciacién celular [17,18].

Cuando determinado antigeno se une al BCR inicia la fosforilacidon de
residuos de tirosina en los dominios citoplasmaticos. Esta fosforilacion
activa la cinasa 3-fosfatidilinositol (PI3k) propagando la fosforilacion del
fosfatidil inosiltol difosfato (PIP2) convirtiéndolo en fosfatidil inositol
trifosfato (PIP3). Esta senal continla activando la cinasa dependiente de
fosfoinositido 1 (Pdk1), la cual va a fosforilar al efector B de la proteina
cinasa (Akt) [46]. En nuestros resultados obtuvimos que la proteina Akt
en células CD19+ se expresa en mayor cantidad en pacientes con
leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B (0.63%) que en las muestras
de controles clinicamente sanos (CCS) (0.33%) (Figura 8), sugiriendo
gue en este tipo de cancer se encuentra desregulado el control de esta
via de sefializacidn, la cual juega un papel central en el crecimiento
celular, la proliferacidon y algunas condiciones de supervivencia celular
[47]. De igual manera, se encontro que en los linfocitos B maduros CD20+
se encuentra en mayor proporcion la proteina Akt en los pacientes con
LLA-B 2.46% vs 1.89% de CCS (Figura 10), lo cual sugiere que la via
estd mas activada en esta poblacidn que en los sujetos clinicamente
sanos. Cabe destacar que el aumento es menor con respecto a lo
observado en los linfocitos CD19+ debido a que en LLA, las células
inmaduras se encuentren aumentadas. A nivel de diferenciacion celular,
la proteina CD20 aparece después de la expresién de CD19 y antes de
que aparezca la cadena u en la ontogenia de los linfocitos B [46] por lo
gue es de esperarse que esta poblacidén esté mas elevada que los linfocitos

inmaduros.
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Continuando con la cascada de sefnalizacion de la via PI3K/Akt/mTOR, al
estar fosforilada la proteina Akt va a fosforilar otros sustratos
involucrados con la proliferacidon celular, el metabolismo y supervivencia
celular, entre ellos el ultimo efector de PI3K, que es una cinasa de
treonina-serina (MTOR) formada por dos complejos mMTORC1 y mTORC2
con diferente composicion y selectividad por sus sustratos [34]. El
complejo mTORC1 es clave en la integracién de respuestas a sefales
provenientes de factores de crecimiento y proliferacion [33]. Un sustrato
directo de mTORC1 es la cinasa 1 S6, la cual contribuye a la
reprogramaciéon metabdlica al incrementar la glucélisis y biosintesis de
proteinas, lipidos y nucleédtidos [27,33]. Al tener fuerte influencia en el
crecimiento celular y supervivencia, la activacién constitutiva de la via
PI3K/Akt/mTOR es caracteristica de la leucemia linfoblastica aguda,
algunos grupos han investigado si las proteinas participantes en esta via
pueden representar un blanco terapéutico, Neri y colaboradores
describieron a mTOR como un nuevo blanco terapéutico ya que disminuyd
la viabilidad celular y causé apoptosis en lineas celulares. En nuestros
resultados obtuvimos que en las muestras de sangre periférica de
pacientes con leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B se encontrd en
mayor proporcion la cantidad de proteina S6 fosforilada con respecto a
las muestras de controles clinicamente sanos (7.16% vs 1.88%,
respectivamente) (Figura 9), ya que al activar el complejo mTORC1 se
espera que la sintesis de proteinas, lipidos y nucledtidos se encuentre mas
elevada debido potencialmente al descontrol del ciclo celular y la
proliferacion de los linfocitos B en los pacientes. Por otro lado, se observa
gue hay correlacion entre el porcentaje de células positivas para la
proteina S6 fosforilada tanto de linfocitos inmaduros (CD19+) como de
linfocitos maduros (CD20+) (Figuras 9 y 11), este aumento en la
proteina S6 fosforilada es proporcionalmente semejante en ambas

poblaciones de linfocitos B.
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La expresion de CD19 y CD20 en muestras de médula 6sea de

pacientes con LLA-B y la activacion de Akt y S6.

Las muestras provenientes de la médula ésea de pacientes con LLA-B se
procesaron siguiendo la misma metodologia que las muestras de sangre
periférica. Sin embargo, no se recolecté este mismo tipo de muestra en

sujetos clinicamente sanos por cuestiones de regulacion ética.

Se muestra en la Figura 12 el porcentaje de células pre-B (CD19+) y
linfocitos B maduros (CD20+), se observa que los resultados coinciden
con los obtenidos en las muestras de sangre periférica, ya que la cantidad
de linfocitos B inmaduros es mayor a la de linfocitos B maduros
considerando el tipo de leucemia linfoblastica aguda. Por otro lado, los
resultados en las tinciones correspondientes a la activacién de la via de
sefalizacion PI3K/Akt/mTOR en células CD19+ y CD20+ muestra un
comportamiento semejante al de las muestras de sangre periférica
(Figuras 13 y 14) donde se observa que hay mayor cantidad de proteina
S6 fosforilada que proteina Akt fosforilada, relacionandolo con lo que se

ha descrito respecto al aumento de la via de proliferacion de estas células.

Con base en los resultados obtenidos a partir de las muestras de sangre
periférica tefiidas y observadas a partir de la técnica de citometria de
flujo, podemos decir que la via de sefalizacion PI3K/Akt/mTOR se
encuentra mas activada en las células de pacientes que padecen leucemia
linfoblastica aguda de linfocitos B que en personas que no padecen este
tipo de cancer hematoldgico (CCS). Se han estudiado algunas de las
proteinas involucradas en la cascada de senalizacién de esta via para ser
utilizadas como blancos terapéuticos. En un estudio para observar los
efectos sinérgicos de algunos inhibidores selectivos de la via de
sefializacion PI3K/Akt/mTOR se observé que la desfosforilacién de pAkt y

pS6 muestra la toxicidad de algunos compuestos que se han probado para
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tratar de regularizar el control de esta via de sefalizacién [47]. En el
presente estudio se cuantifico el porcentaje de estas dos proteinas
fosforiladas que participan en la activacion de sefales o procesos

involucrados en el desarrollo del ciclo y la proliferacion celular.

Se observd que la proteina S6 cuando se encuentra en su forma
fosforilada estd mas aumentada que la proteina Akt fosforilada, esto
puede entenderse porque S6 es un sustrato directo del complejo mTORC1
que al estar aumentado tiene como consecuencia el aumento de la
supervivencia y proliferacion celular. Mientras que la proteina Akt no es
totalmente especifica para esta via de sefializacion, ya que puede activar
otras proteinas como Bax o FOXO, involucradas en la prevencidon de

apoptosis y la regulacidon negativa de PI3K, respectivamente [34].

Es de considerarse que el nUmero de pacientes de la muestra del presente
estudio es pequefo y que debera continuarse con el reclutamiento de
pacientes para demostrar que las diferencias en estos marcadores son

significativas para todos los grupos.

El estudio de estos marcadores podria representar una nueva opcion
como blanco terapéutico para el tratamiento de estos pacientes del CMN
"20 de Noviembre”, ISSSTE.
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12. CONCLUSIONES
Se estandarizé el aislamiento de células leucocitarias a partir de muestras
de sangre periférica y en algunos casos médula ésea de pacientes con
LLA-B y personas sanas obtenidas en el CMN “20 de Noviembre”, ISSSTE.

Se estandarizo la técnica de citometria de flujo para la identificacion de
linfocitos B utilizando marcadores de linaje para la poblacion inmadura
(CD19+) y poblacion madura (CD20+).

El porcentaje de células CD20+ en pacientes con LLA-B (2.88 %)
mostraron una tendencia a estar elevados por encima de los valores
presentes en los controles clinicamente sanos (2.23%) sin representar

una diferencia estadisticamente significativa.

El porcentaje de células CD19+ en pacientes con LLA-B de 35.76 % fue
mayor al de los controles clinicamente sanos 27.13% sin representar una

diferencia estadisticamente significativa.

Se determind la activacion de la via de sefalizaciéon PI3K/Akt/mTOR
mediante la técnica de citometria de flujo en muestras de sangre
periférica de controles clinicamente sanos (n=10) y pacientes con
leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B (n=9), en ocho casos se hizo
la determinacion en muestras de médula désea. La activacidon de la via
PI3K/Akt/mTOR en linfocitos B se analizé mediante la identificacion de
dos proteinas fosforiladas involucradas en la cascada de sefializacion de

esta via.

En las muestras de sangre periférica, los linfocitos CD19+ de pacientes
con LLA-B la via de PI3K/Akt/mTOR estd mas activa, presentando niveles
por encima de los valores presentes en los controles clinicamente sanos
de las proteinas S6 (7.16% vs 1.88%, respectivamente) y Akt (0.63% vs

0.33%, respectivamente) sin diferencias estadisticamente significativas
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para la proteina Akt fosforilada pero con diferencia significativa para la

proteina S6 fosforilada con una p=0.0158.

En las muestras de sangre periférica, los linfocitos CD20+ de pacientes
con LLA-B la via de PI3K/Akt/mTOR es mas activa, presentando niveles
elevados con respecto a los valores de los controles clinicamente sanos
de las proteinas S6 (3.35% vs 0.5%, respectivamente) y para Akt (2.46%
vs 1.89%, respectivamente) sin diferencias estadisticamente
significativas para la proteina Akt fosforilada pero con diferencia

significativa para la proteina S6 fosforilada con una p=0.0179.

La tendencia en un nimero mayor de células CD19+, CD20+ con una
mayor activacion de la via PI3K/Akt/mTOR se replicd en las muestras

estudiadas de médula ésea de pacientes con LLA-B.

Los datos obtenidos a partir de la citometria de flujo se relacionaron con
la activacion de la via de senalizacion PI3K/Akt/mTOR, donde se confirmd
la hipdtesis ya que esta via se encuentra descontrolada y mas activada
en pacientes con leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B en relaciéon

con controles clinicamente sanos.
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13. PERSPECTIVAS

Se espera continuar con el reclutamiento de muestras de sangre periférica
y meédula désea de pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda de
Linfocitos B, asi como de Controles Clinicamente Sanos para continuar
con el estudio de la activacién de la via de sefalizacién PI3K/Akt/mTOR y
alcanzar una muestra representativa de ambas poblaciones. Ademas, se
pretende relacionar este trabajo con un estudio genético de estas
muestras para identificar posibles nuevos blancos terapéuticos para el
tratamiento de pacientes con LLA-B atendidos en el CMN “20 de
Noviembre”, o bien, nuevos representar una nueva opcién de diagndstico

y/o prondstico para la poblacidon que padece este tipo de cancer.
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ANEXO I. APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

4 \ .§§.SLE CENTRO MEDICO NACIONAL “20 DE NOVIEMERE
Vi Ot Scuuamie Subdirecacn ge Ensalanzs e Investigaciar
Teamuaicers 9y (97Al0 Coordnacitn s Irvesthiaacior

Oficia No 562 2 1.3 261272018
Azumio’ Aceptacidn de Protocolo

Dra. Martha Leticia Alvarado barra

Ciudad de Maxico a 25 de Marzo de 2018

rvestigador Responsable
Presante

Le comuncamos, que su proyeck de investigesion titulsde: Determinacién de marcadores genéticos
asociados al desarrolio de lucemia linfoblistica aguda de infocitos B en poblacion mexicana mestiza.
Con Nirmero 154.2018 foko de fa jafsturs de depariamento do Mveshgaoidn como rmsuladt oo pocsso de
rewiaitn, en ef quw infegrantas de fas Comisiones da nvesfigacidn, do EXca an Investipacian y Biosaguriced def

Médico Nacional “20 De Noviembre”, sprobavon y (velsminaron procedente su roaizacin.

A pantv de este momento serd responsabitided def investigador principal roalzar o sabisfaccydn o8 abyelies
061 proyecio aprodads, as! come dar cumplimiento de Jo estipuiado en of Reglamanto de ks Loy General de
Salud en Materis de investigacion y a fas buenas prictices clinicas gue inhcan o Secrefarss de Salud y of
Institufo de Segundad y Sorvickos Scclales 06 fos Trabwedons cel Estedo, debevi cumphr anfe esta Coovdinackin
y 2 los comités de Edca an vastigacion y an su caso af de Biodtics con ks informes semasirales ¢ [ evolucidn
ol Droyecio y da ser (vooedente dul maneyo ce presupussto, y 8 8 kb aments su Mvestigacda oy de a carta
dw consentimionto bajo informecion de 10dos o8 pacientes gue pamapan. B3l CoNSIAMKNG Jabevd inauy
& Admero de expedhants, AVRCCIAN, AECTIGN slactrdncy y MNlons 08 cade oo o IS pacenies ecliades en
denmm&mwamom«mwym suscaphble de sar sudTads por & comie de Sdca
an nvesiga:

E3 responsabilidad def nvestigador principal notificar sobre cualqwler efecto adverso ocwndo an ks
paciening e investigocdn fanfo 2 fo Comision do Etica a traves de esta coardinacion, al Comité de
Farmacovighancia como a la Secretaria de Salwd (COFEPRIS) y an los formatos comespandentes y empas
abigalonos Al dpo e evanio @ eponsy

Con ol fn de dav complimiento a s raglamentanicn an vesdzacdn ngente on Maxoo ¥ 8 4 gue astird obigecto
(a) as necesario acceda af Reglamanio da b Ley Geneval de Safud an matona de wwesigeadn, 8l “Conseyo de
Saktridad !

Genera), a ks comisidn para fa Cavificacidn de Establecymanios gs Afencidn Médcs, Esladanes paa

la Canmificacian do Hospialos en invashigaciin” as! como & ks Comisidn Nacons de Bicdhcs.

Ly sudondades dw aste Centro Médico Nacional 20 De Noviembve™ estan compromeloss con wypxlss b
Mveshgasdn e oy bao 8 mas esticlos estndavas caniioos y élicos confamplados an [y egvscdn
Mexizana y an kas fratadas infamaconsies gue £ Man Suscnio porio que e felcks por sw inderds an maders.

Dasadndoie que asty MwWSHZRaGn cumpls ks propdaros gue so han planteado, sin olro pamoular, Guedimos de
usted.

Atentamente

Z A

S8 Waats O b Conirecon e Nweatgecte
CMTaN

Ay Fohs Cowvas SEICH! Dol Walte CF Q1100 Delegacion Semta el Cusad de Ménce
Tl 155552005008 £t 18215 www gobme/lesste
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CARTA DE CONSENTIMIENTD BAJD INFORMACION PARA PARTICIFAR EX U'N
ESTUDMG DE INVESTIGACHN EN Salim

NOMBRE DL ESTUDIO! “Determinsiiin de marvaderes graitioss ssocisdes ol dovsrralle de
lrw amia lon fobeliatinn agwia sle lmfiaives B oon pobilos s me g wess s

Minion, Chndiad de bisiga s _ e el 20T,

P faven wote ok al Lrmnpo que W nesrsario pars leer rvte docamenie. pregunee ol avengades
ﬂlt?ﬁipmp e il wil & mo, debsrd ey £l conec e suflc s
wmavea de los benaflolon y riesgos del presenss de ipvedigacss, e ibslio ne bk o
T Cosin

Enimads Sefana) ,
4% b invaa g pansipar en el estades llamado “Tetorminsciin de marcsdeses gendtioot gsocmdos &l
desgrrolls de lucemis lafobbities sgeda de linfecies B on poblecsis miieiss maatiia™ (o i
desarrolls ¢n €l Cenire Midico Naclonal =20 de Neveenber™ [S55TE e el dres de Invesigacidn, ogo
objetive s determing varson punéos; | ) Deiermineg la fecesscia pimea 7 aléfica de pelimerfsmos
= los pemes de PIKICA, AKTY, MTOR FTEN, IKEFT. 1) Comsoieniear 4 ealos polimorfismes activan
ba win b PLSRAKTMTOR (via de diferene isclin y crecimbemo celubarl, 1) s asafioari 3 vatos penes
som caracteristicos di mueitra poblocidn, por ko que & reslizerd um Corionario de “Enceatria” va que es
sabuar (Cinmo esiog genes we beredan de padees o bijos”, sdemds ssbremos de qud estado de

Is hen Maxicana won originarlos &l igual que ses femdiaces, o hablis slpens lengua dutmts al
espafcl-castellana, (a8 carscterinicas & ki vivienda (ym que & dntits eetre bos Estados), ¥ si algunc
e i i lares st lcbpan &n 8l esudio, Coma w4 i Irido, ol entesder cdme Inlluyen nissires
e on i B ITWlY |mipaoanis parn oo, por be que mbien e solliaimos gue nos
ush b wussrel eh o algln obo preyecin, oocledvemenss melecionade & e e de

W, ya que S8 requiene deierminar en porsones esnas o Sferentes geees B0 wlo para

worocer & i poblsciin mosicans meaios, sino wmblin [ oullon e serer crscierivicos gendticn T y
jidimo s comporian s comparsclie de ko de le peckeeies oon dilereeses enfermedides & la v

S i en el evhadio conslse en la donsciin de ey ssersre de waegre de 4 ml cada ura 2
partle de o oual, de ura se analisard los genes gue s cosaliads (PICRCA AKT], MTOR PTEN
SEZFT) lan piraa tomas de mursirs &0 uiliracin pes el esiliin & b sthacidn de ba vis de PLK,
AKT, MTORFPTEN, La toma de las nsussin srid obecnads por los sebdices irsmmsm. bos elecios
wdorsos por dicha inma e sEngRE SR minETol y purds scher, meereees o8 o a0 de b pursits
ihematoma) o doksr local, lon cunles, on cis de preseslarse, ussslwerer deaspareoe on | o 2 diss; in
embage. en caso g e iporsarsn | sied podrk comer cos sl eedea perimey
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ISSSTE C.ALN, *20 pr Noviesmes”

&Hhm#ﬂm;hﬁtm‘mm&mph

qus despuéy de & tempo yo podré obizrer los revuludos, contsctando o) inventigador principal. En
€360 de sobrar meeilrs a2 procederd o |y eliminacidn de s misma, conformes & bo extipulsds por la
nerratividid vigeste (NORMA OFICIAL MEXICANA Soas-08 T-EC0L-554 |- 10075

BENEFICIOS:

A pemr de que pe oviste un beaclficho directe pan los participantes, o presente estodio tended of
Bemeficio de comnesr calles son mis penes que 5¢ han estediade, sdemds. podiia permitsr desarrollar
ComCCimiEntos para majorer la asenciin de todos aguellos pacientes mexicenos gue =agen leucemia
linfipblispica peuds de limfocitas B

(racias & 3u participacidin altruista, se podria beneficisr 3 muochos pacienies ol encontrar noeva formas
e stendler y mejorer b calidad de vids ew o3t enfermedad

RIESGDS:

Su participacion no coolleva fesgo algone pars su salud, [o toms de mesesrs Sngwines s Deverd 2
cabo por persomal experio ¥ en o de presenier alpin mesmin por dichos procedimaentos, = le
brincard Ia atemciiin médica pertinenie ¢ inmedia.

PARTICIPACTON:

Su paricipaciin e VOLUNTARLA, vited pusde decidar [dremense participer o no, =sio no afeciard ls
wiencidn en el Cemtre Médico Mactonal *11 de Noviembre™ [SS5TE. Ademis, 5= me ha informado que
sy Ll de solscitar mi petiro ded eitudso en coalquier stapa del mismo.

MANEJD DE LA INFORMACTON:
En la recolecciin de doios peraonales 3¢ siguen fodos los principios gee mares la ey Federal de
Protecoion de Dates: Deitud, calidad, consentimanmio, informacidn, Tinalided, lealmd. propencralidad
¥ responabiliced. Se hin implereniado los medidas de segeridad, ionican. adminiitratives 5 ko
mecesarias para proteger s datos personales § evitar daflo, pérdicda, slftericwin, siro o akamenio o
aiorizade. Toda la informaciin proporcionada e ufilizend con fiees de imvestigacon ¥ conforme al
comentimiento informado, enterdiends que todos kot resu tsdos doranie ¢ deaarmolio de b mivma. Asl
s, e e b enformado que mi mombee ne werk revelado pl wilizads de forma poblica en nngana
riapa Jel deiarrello de este protocole de investigaciin.

PARTICIFANTE:

Confmo baber recibido informacion suficente y clam wobwe ¢l evtudio proputsts, dov mi autorizackin
para ser incluido en este proyecis de investigacidn, resenvindome ¢ demcho de abandensrle on
cmalqaier memanto W s bo dedade.

£ i pr ) g

S5 s 30 TR

W Fafn i s Y0 Tl Pl Vit © F SFIM Dby i b P b foirwa, © ladeal dy Shinags. T, oy 07 a8 1y
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Firma ¥ nombre del participante
Direccitn v tedéfona ded participarie:
TESTIGOS;
{1} Nambre v firma {2) Nombre y firma
Paremtesco; Parentesco:
Domicilio: Dramicilio:

NVESTIIADOR O MEDICO QUE IMFORMA:
SERVICIH:

Le be explicada al S {2} , la naturaleza v
los propositos de la investigacidn, asi comeo los riesgos ¥ benelicics que mplica su paricipasion, He
dado respuests a 10dsd dus dudas, ¥ Ie e preguntada 3i ha comprendida la infesmacién. proporcicnada,
can [ finalidad de que pueds dacidie lbremente parscipar 0 no en ese esmdio, Acepuo que be leido,
conozene ¥ me apegs 8 la normabvided comrespondicnce para meabizer invessigacibn con senes bumiancs,
que ponded el bisnester ¥ 1o seguebdmd de los paciemizs sujews de mvestigecitn, por encling de
cuslquier ptro obpelva,

INVESTIGADOR RESPOMSABLE,

Dra. Martha Leticia Abvarade Ibarra
Jefa del Departamento de Hematelogia del CAVN 420 de Moviembre™
Teléfone de cortacte: 52005000 ext. 14478 y 14252

Para cualquier diela o aclarscién favor de contactar a fla Do, Zoe G, Sondba Garcl, Presidente del
Comiié de Etice  Invéstigaeidn, telédfonn 2 contscts 52005003 avt. 14306y 14243, :.gén gh P <AICELERE

CMITE DE ETICA

As i G 140, Ol Dl Walis, 8, (0, Thelepracilon s Jisrea, € bt e Ml Telo o574 52 100 5045
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CARTA DE CONSENTIMIENTO BAJO INFORMACION PARA PARTICIPAR EN UN
ESTUDIO DE INVESTIGACION EN SALUD,

SOMBRE DEL ESTUDIC: “Determinachia de marcarlores gendilens asoclados al desarrolls de
lewcemia lafoblisticn agnda de linfocitos B on pobiseldn meiloans mesiis"”

Mlexico, Chslad de Méxko a ___ de del 2017,

Por iver 1oens wndo & tiempo gue 523 nScsano Fira koot ool docusmenin, pregenie of imvestigador sobrs
culgueer dusls que wnge, pass decili 5 particips o o dibwerd lener o conacimients muficenie scores de
lew bemurfic bt v oS e presente cxdio de Evestipedsdn, oite oabadhs ne ke cEnaTd ningin coRD.
Eitimado Sefioriak 4
we g imn s 8 perticoper en el esmdin leneds “Telrrminscsés ds marcsdors pradtion soecisdoes al
m*hﬁm#h“ﬂ.-mm-ﬁﬂﬁl
deisrrolls on el Comtro Médico Nacional *20 de Noveemibee™ del ISS5TE en o depatamenio de
Investigacikin, coyo objetivo serd determivar: | ) (Como algunot genes inflayen en el demmrollo de I
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conter can alens o médica peminse.

4 me ba imformado que el sl y obtencain de maubislos ioma sproaimadaments 6 Mo, por bo que
desputs de e lempe yo podré obtener los resultados. contactands of imvestigador principel En caso de
ke messirs s proceders § [ ciminacidn del mismo, conforme & b eibpulsdo por by nermasividad
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A pesar de que nn existe un heneficin directo para (o8 pastizipantes, ¥ no terdrd ninguna influencia en
ol tratamiento o diagndstico ol cual actunlmente ey sometido, sin embargo ol presente estudio tendrd la
wenla|a de conocer cudles som mis genes que se han estudisdo, ademis podeis permitic desarrolls
comocimisntos para mejorar ks aescin de todos squellns pacientes mesicancs que padezcen de lewema
linfoblistics agua de finfoeitas B,

Clracias o su participacidn altrista, 52 podeia beneliclar  mechos paclentes al encontrar migvas fanmas
de atender y mejorsr |4 calidad de vida en evtas enfermedades.
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¥ responsabilidad. Se han implementado las medidas de segueidod, ienlens, administrativas ¥ fisicas
necesarias par proleger sus datas perionales ¥ evilar dafie, pénlids, alierssion, scceso o iraamiemo no
i jzadu, Tuda la imloooeceie pogporcimels seoutilied v e de vesiigecion  confunme al
consentimiento informada, entendiendo que todas los rewliadon daranie el desarrallo de la misma. Asi
misme, 32 me ha informade que mi pambre oo serd revelado i wilizedo de forma piblka en ninguss

erspa del dessmoll de eite protocala de nvestigacidn.

PARTICIPANTE:
Confirmo habey recibido nformackin suficients y clam sobne el einadio propusias, doy mi sutorizacidn
pii 7 incluido on exte provecto de imvestigacion, reservindoms o dereche de abandonarks en

coabgubsr momento H &3 ko dechdo.
e e
FERETE DY fraca

Wy File Cesrian 308 Cal Pal Vally ©P EF20E, Thibey e i Badibi Ragns, T aidell de Wi e, Dd o 1850 5200 B985

EAE]

88



CONSENTIMIENTO INFORMADO DE PACIENTES

“Institute de Seguridad y Servicios Soclales de los
" Trabajadores del Estado™

ISSSTE .MM, 20 bie NOVIEMaRE"

Firma y nambre del paciente

Direccidin y teléfono del participante

TESTHGOS:

{1) Mombre ¥ firma {1} Mombre y lirma
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SERVICIO:

Lz he explicado 21 5r (n) » |n mefuralera ¥

bow propasites de b investigacion, asi coma los resgos ¥ benefichas que implica su panicipacidn. He
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con In Mnalided de que poeds decidie [fbeemente particlpar o no an este exidio, Acepto gue he beida,
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qjue pondré el bieresiar ¥ la seguridad de los pacientes sujetos de Investigacidn, por encima de cualqaier
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INVESTIOADOR RESPONSARLE.
Dirs. Martha Leticia Alvarado [barrs
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Cominé de Exica ¢ Imesigacién, =¥fono de contacio S2008003 ext. 14206 y 14243
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