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RESUMEN
La LLAB resulta ser una enfermedad de gran importancia en el sector infantil debido a que

es la neoplasia de mayor incidencia, con una frecuencia del 75% de la totalidad de las
neoplasias malignas diagnosticadas en este sector de la poblacion, el éxito en el tratamiento
de esta patologia radica en la adecuada estadificacion de riesgo en el que se encuentre el
paciente, lo cual estd vinculado directamente con el grado de indiferenciacion, asi como la
presencia de factores genéticos (translocaciones) y celulares (tasa de proliferacion, etapa

preferente del ciclo celular) lo que permiten determinar el esquema de tratamiento.

Actualmente en México el éxito en el tratamiento se encuentra alrededor del 65%; por
debajo de los estandares en paises desarrollados. Asi mismo, se reporta que alrededor del
30% de los nifios con LLA fallecen por falla terapéutica, la cual es consecuencia de la falla
en la respuesta a los medicamentos en alguna de las fases del tratamiento. Por lo anterior, es
necesario buscar nuevas moléculas blanco que permitan establecer tratamientos mas
efectivos; de esta manera, es necesario identificar y caracterizar los mecanismos que se
presentan en el proceso de transformacion de nuestra poblacion e investigar si éstos estan

relacionados con la falta de respuesta terapéutica en alguna de las fases del tratamiento.

Nuestra propuesta es que el factor de mayor importancia en el desarrollo de resistencia al
En donde la una de las vias de sefializacion que se ha demostrado que participa en estas
respuestas celulares es la via de Sonic HH, que resulta ser caracteristica distintiva de varias
Células Troncales, y que en los ultimos afios se ha relacionado con las CTHLs. Por lo que
proponemos que la via de Sonic HH en las poblaciones de células leucémicas, podria estar
asociada a la falla de respuesta a la induccion de la remision durante su tratamiento. A
partir del presente proyecto pudimos evidenciar la activacion de la via mediante la
deteccion del RNAm de los genes blanco GLI-1 y BMI-1 en un 96.15% de los casos
analizados, asi mismo se mostré que a diferencia de lo reportado en la bibliografia para
otras neoplasias oncoldgicas no se detecta al gen blanco PTC-1 (que posee actividad
represora de dicha via). En el andlisis de la variable de clasificacion de riesgo en funcion de
la deteccién de dicha via mediante sus genes blanco, se not6 una tendencia entre los altos
indices de deteccion de BMI-1 y la clasificacion de alto la supervivencia global del grupo
de estudio con un valor de 65% a 82 meses. Se muestra una tendencia entre la deteccion

baja del factor de transcripcion GLI-3 y BMI-1, asi como de la deteccion alta de GLI-3 'y
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BMI-1 y la disminucidn de la supervivencia de los pacientes. La totalidad de la falla a la
induccidn a la remision (4 casos) radica en el grupo de pacientes en los cuales se detectan
niveles bajos para GLI-3 y BMI-1, lo cual nos da la pauta a pensar que dicho patrén puede
ser un factor de deteccion de los casos que no responderdn a esta fase del tratamiento;
mientras que el grupo de deteccion alta para GLI-3 y BMI-1 presenta una tendencia con la
falla a IR en la supervivencia global en el grupo de estudio con un valor de 0% a 6 meses,
asi mismo dicha deteccion logra identificar a los pacientes que tendran un impacto negativo
en la supervivencia después de 18 meses de seguimiento. Lo que nos lleva a concluir que si
bien no hay rasgos estadisticamente significativos en cuanto a una asociacion directa entre
la deteccién de la via de SHH a y la respuesta a la fase de induccion a la remision, la
deteccion de la misma posee tendencias entre la deteccion de sus componentes
principalmente de GLI-3 y BMI-1 en proporciones altas y la supervivencia de los pacientes,
lo cual nos da la pauta a verlo aplicado posteriormente y con mayor refuerzo de la

estadistica como un factor prondstico en los pacientes que presentan esta neoplasia.



INTRODUCCION

El cuerpo humano requiere la produccion continua de los diversos tipos celulares que lo
integran. Este evento es necesario para dar soporte a lo largo de toda la vida del individuo a
los requerimientos estructurales que permiten que cada tejido ejerza sus funciones™. El
sistema hematopoyetico (SH) se especializa en formar y madurar las diversas poblaciones
celulares encargadas de mantener la homeostasis sanguinea (Figura 1)[?. Este sistema se
encarga de la produccion continua de cada estirpe celular y de la regulacion de su
produccidn para que estas se encuentren dentro de las concentraciones celulares normales.
La produccion de células hematopoyeéticas se organiza en grupos de células especializadas
o linajes celulares, que son: el linaje linfoide, mieloide!®. Este es un evento coordinado al
que se le denomina Hematopoyesis, el cual se encarga de regular la complejidad de
estimulos extracelulares que permiten generar las respuestas celulares para la proliferacion,
determinacion, diferenciacion y muerte celular, que concluye con la adquisicion del
fenotipo terminal de cada una de las estirpes que lo integrant®l. Todo lo anterior a partir de
una poblacion sumamente inmadura, la célula troncal hematopoyética (CTH)I?.,
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Figura 1. Esquema simplificado de la hematopoyesis. Una poblacién de CTH genera de manera continua y
regulada una progenie de células maduras, en el caso del linaje linfoide: células NK, T o B y en el caso del
linaje mieloide: eritrocitos, neutrofilos, basoéfilos, eosinéfilos, monocitos o plaquetas, que pasan a la
circulacién sanguinea. La multipotencialidad del progenitor se va perdiendo a medida que las células se van
diferenciando en los distintos linajes. Modificado de http://stemcells.nih.gov



EL SISTEMA HEMATOPOYETICO Y LA CELULA TRONCAL HEMATOPOYETICA

El SH es un sistema altamente jerarquizado en el que un nimero limitado de células madre
soporta el mantenimiento de uno de los tejidos més dinamicos del cuerpo: la sangre.
Ademas, bajo circunstancias especiales, estas mismas células pueden ayudar a regenerar
otros tejidos distintos a la sangre, o formar parte de ellosf!l. Este sistema se sustenta en la
médula 6sea en donde se originan y diferencia a partir de las CTHSs, las cuales se origina en

la vida fetal y poseen las siguientes tres caracteristicas basicas:

1) Multipotencialidad: Se refiere a la capacidad que tienen la CTH de generar cada

uno de los diferentes linajes hematopoyéticos (Figura 1).

2) Proliferacion: es la propiedad de dividirse y producir un gran namero de células

maduras durante la vida del individuo.

3) Autorrenovacion: Es la capacidad de generar nuevas células troncales idénticas,
estableciendo para ello divisiones celulares de tipo simétrica y asimétrica de

acuerdo a las necesidades del organismo (Figura 2) I,

A ) Quiescencia Autorrenovacion
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Figura 2. Evento de quiescencia y autorrenovacion. Las células troncales (CT) son células inmaduras, no diferenciadas, con una alta capacidad de
autorrenovacion que pueden diferenciarse en uno o mas tipos de células especializadas, que normalmente se encuentran en estado de quiescencia. A)
Las CTs reciben sefiales provenientes del nicho celular el cual regula la entrada y salida de las CT de la quiescencia. Se sabe que las CT quiescentes
reemplazan las CT dafiadas activas (flecha gruesa panel A). Por el contrario, las CT activas pueden reemplazar las CT latentes que se pierden durante el
recambio tisular (flecha punteada panel A), y que las CT activas (linea discontinua) y/o su progenie (linea discontinua panel A) contribuyen al
mantenimiento del pool de CT quiescentes por medio de regulacion negativa al ciclo celular. B) Cuando las CT son activadas para la autorrenovacion,
este puede ocurrir de dos tipos: la asimétrica, la cual es el mecanismo clave para mantener el equilibrio entre la autorrenovacion y diferenciacion; y la
simétrica, donde se producen dos células idénticas; C) en ambos casos una célula estara destina a diferenciarse de acuerdo con los requerimientos del
organismo. Tomado Yy editado de Fuchs et al, 2004



Esta ultima propiedad es muy importante debido a que multiples situaciones producen dafio
celular sobre el organismo, lo cual incrementa la necesidad de algunas poblaciones
celulares sanguineas, de no ser por la capacidad de autorrenovacion de las CTHs y su
posterior compromiso hacia precursores mas maduros, se verian reducidas esas
poblacionest. Se sabe ademas que a medida que las CTHs maduran van perdiendo su
potencial de autorrenovacion, adquiriendo una alta capacidad mitética que permite la
expansion de una poblacién precursora que dara origen a la totalidad de las células que se

requierel®,

La CTH se identifica ademas de las caracteristicas antes mencionadas por la expresion de
diversos cimulos de diferenciacion (CD, del inglés cluster of differentiation), presentes en
su membrana. Estos, han sido empleados como marcadores moleculares para distinguir a la
progenie [, En funcion de estos marcadores, las CTH poseen un fenotipo CD34*, CD38,
CD90* CD45RA" (isoforma de CD45), CD133* y Lin [/l Durante su diferenciacion las
CTHs adquieren una restriccion en su capacidad para diferenciar, ya que el precursor mas
avanzado puede dar origen a menor diversidad celular, a la vez que va disminuyendo su
potencial para proliferar. Esto se ve acompafiado del inicio de la expresién o modificacion
del patrén de CDs a lo largo de los diferentes niveles jerarquicos del SH mientras se

encamina a su fenotipo terminal®!.

NICHO DE LAS CELULAS TRONCALES HEMATOPOYETICAS

La médula dsea es un tejido graso y suave que yace al interior del hueso trabecular, y son
en conjunto la trabécula y el estroma de la médula 6sea los elementos que fisicamente
soportan y fisiolégicamente mantienen el tejido hematopoyético 1. EI nicho de la célula
troncal hematopoyética es el microambiente que soporta fisica y fisiolégicamente a este
tipo celular. Se encuentra en el hueso trabécular y el estroma de la médula 6sea . Se ha

propuesto la existencia de tres compartimentos en el nicho:

1) una zona osteoblastica (localizada cerca de los osteoblastos): estd conformado por
osteoblastos cuya funcién principal es ser formadores de hueso induciendo la
diferenciacion de las CMHs en osteocitos. En este nicho se han identificado diversas
moléculas de adhesién celular que favorecen la interaccion de los osteoblastos con las

CMHs, entre las que se encuentran la N-caderina que se expresa tanto en osteoblastos como



en las CMHSs quiescentes, y la -1 integrina que se une a la fibronectina y promueve la

adhesion a las células estromales de la médula 6seal®.

2) una zona medular de CTHSs quiescentes y proliferantes: en donde las células progenitoras
producen factores que inhiben la proliferacion de las células madre adyacentes. Las células
quiescentes ubicadas en primer lugar en el nicho osteoblastico, al recibir estimulos y
sefiales que inducen su proliferacion, maduracion y diferenciacion segun los requerimientos
del organismo, migran desde este primer nicho hacia el nicho medular y posteriormente,
antes de ser liberadas a la circulacion, se desplazan al nicho vascular para culminar los

procesos de proliferacion o diferenciacion®,

3) una zona vascular que permite la salida a la circulacion de las células maduras, este
nicho ademas de suplir de oxigeno a las CTHSs en division produce factores angiogénicos
indispensables para el mantenimiento celular, como el Factor de Crecimiento Vascular
Endoteliall®,

Los procesos de auto-renovacion y diferenciacion de las CMHSs son controlados por un
conjunto de mecanismos reguladores extrinsecos e intrinsecos en los nichos
hematopoyéticos, que se pueden establecer a través de interacciones entre las células*®. Un
ejemplo de ello son las interacciones de las células progenitoras hematopoyéticas con
diferentes tipos celulares como los fibroblastos, los cuales acttan sobre los procesos de
crecimiento y diferenciacion; las células endoteliales, que facilitan la migracion de los
precursores hematopoyéticos desde la médula hacia el torrente sanguineo, y los
osteoblastos que mantienen la hematopoyesis gracias a la produccién de factores
estimulantes de colonias granulociticas y monociticas, y al igual que los fibroblastos y las
células endoteliales, permiten la adhesion de células primitivas hematopoyéticas CD34+111,

Se ha descrito que muchas poblaciones de células troncales en general, como las células
troncales mesenquimales, musculares, geminales y de CTH en particular son altamente
heterogéneas [*2. Cualquier célula, puede tener diferentes opciones durante su existencia, i
se trata de una célula eucariota elegira aquella que sea mas conveniente para el individuo
del cual forma parte. Dicha eleccidn se hace en respuesta a las diferentes sefiales que se
encuentran en el entorno celular. Estas opciones son proliferar, diferenciarse, permanecer

en quiescencia o morirt®l,



MECANISMOS MOLECULARES INVOLUCRADOS EN PROCESOS DE
AUTORRENOVACION, PROLIFERACION Y DIFERENCIACION DE LAS CTHS
VIAS DE SENALIZACION

El destino de una célula y su existencia se regulan en base a su respuesta a las diferentes
sefiales que se encuentran en el entorno celular, como en el caso de la autorrenovacion para
la cual las sefiales intrinsecas que la modifican son: la expresion de Bmi-1, Gfi -1, PTEN,
STATS5, Tel/Atv6, p21, p18, MCL-1, Mel-18, RAE28 y HoxB4®l, Las sefiales extrinsecas
son las proporcionadas por las vias de sefalizacion Notch, Wnt, SHH y Tie2/Ang-1131,
Dependiendo del tipo de sefial la célula puede proliferar, diferenciarse, permanecer en
quiescencia o morir. En el caso de las CTHs la proliferacion esta relacionada con la
capacidad de autorrenovarse. Se ha propuesto que esto genera un linaje celular por
amplificacion clonal . En el caso del tejido sanguineo el proceso de autorrenovacion es
crucial para que las células troncales persistan a lo largo de la vida de los individuos,
mientras que el proceso de diferenciacién es necesario para que se mantenga el nimero de
células sanguineas requeridas para el correcto funcionamiento del organismo. Estos dos

procesos deben estar en equilibrio, de lo contrario pueden dar origen a enfermedades®.

VIA DE SONIC HEDGEHOG

La via de sefializacion de Sonic Hedgehog (SHH) se fue descubierta en 1980 por Nusslein-
Volhard y Weischaus quienes estudiaban el desarrollo embrionario de la mosca de la fruta
Drosophila melanogaster(*®. Trabajo subsecuente mostré a dicha via de sefializacion
altamente conservada en diversas especies y de vital importancia en el proceso de
embriogénesis, realizando la funcion de establecer patrones posicionales durante las etapas
tempranas del desarrollo a través de la expansion y contraccion del nimero de células
troncales. Mientras que en organismos adultos estd involucrada en el mantenimiento y
regeneracion de tejidos mediante la regulacion de: proliferacion, apoptosis, modelado de
cromatina y autorrenovacion, actuando con otros estimulos y con el nicho de la célula

troncall8l,

En ambos casos la sefial o ligando se une a las proteinas supresoras de tumor denominadas
los receptores Patched (PTC). En vertebrados, hay dos genes homologos PTC1 y PTC2

siendo PTC1 el que presenta una expresion y funcion similar al receptor PTC de HH en



Drosophila 7811 PTC es una proteina integral de membrana con doce dominios
transmembrana. El primer paso en el proceso de sefializacion por HH es su union fisica con
PTC lo que, ademas de activar la via de SHH, causa la internalizacion por endocitosis del

complejo HH-PTC y su posterior degradacion lisosomal 201121,

La internalizacion del complejo HH-PTC es fundamental para finalizar la sefializacion
inducida por el morfégeno del medio extracelular, y contribuye notablemente al
establecimiento y mantenimiento del gradiente de concentracion del que depende la
diversidad de sus actividades. La regulacion de este gradiente es de gran importancia ya

que se admite que la diferenciacién de las células depende de su posicion dentro del mismo.
[22]

El sistema de transduccién de la sefial de HH implica a Smoothened (SMO), una proteina
con siete dominios transmembrana emparentada con la familia de los receptors Frizzled de
Wnt. En mamiferos solo hay un gen SMO 23, La unién de HH a PTC y su posterior
internalizacion libera a SMO. Este Gltimo se desplaza y acumula al interior de la célula
dando paso al inicio de la cascada de sefializacion. PTC y SMO actian mediante una
cascada de transduccién de sefiales que culmina con la modulacién de la actividad de los
factores de transcripcion GLI de los que se han identificado tres: GLI-1, GLI-2 y GLI-3,

estas proteinas pueden actuar como activadores o represores de la transcripcion 241251,

Estudios genéticos y bioquimicos indican que GLI-1 funciona como un activador
transcripcional de los genes diana de SHH mientras que GLI-2 y GLI-3 pueden actuar
como activadores o represores de la via de SHH segun el contexto. GLI-2 y GLI-3 son los
mediadores primarios de la via de SHH mientras que GLI-1, cuya expresion es
transcripcionalmente regulada por GLI-2 y GLI-3, actla secundariamente para potenciar

dicha via 2!,

Se ha demostrado que GLI-3, GLI-2 y GLI-1, sufren un procesamiento proteolitico que
ocurre en ausencia de HH, en donde PTC reprime la actividad de SMO lo que se traduce en
la fosforilacion de GLI-1 1281 y su subsecuente procesamiento proteolitico. Esto origina una
forma corta que se transloca al ntcleo donde reprime la transcripcion de los genes diana de
HH. De forma contraria, la unién de HH a PTC libera a SMO resultando en la inhibicion de

la proteolisis de GLI-1. En estas condiciones, GLI-1 se transloca al nicleo donde actua
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como un activador transcripcional de los genes diana de HH. La transducciéon de la sefial a
partir de SMO, aunque no es completamente conocida, se sabe que implica a un complejo
de proteinas de unién a microtdbulos que incluyen Fused (fu), el supresor de Fused
[Su(fu)], costal2 (Cos2) y la proteina cinasa A (PKA) 261271,

La presencia de SHH evita el procesamiento de la proteina GLI-3, con lo que ya no se
genera la variante procesada que resulta ser un potente represor transcripcional. Por lo
tanto, los dominios de expresion de GLI-3, son aquellos que presentan los mayores niveles

de la forma represora, que a su vez corresponden con los niveles mas bajos de SHH?71,

En resumen, la activacion de la via de HH conduce a la produccion de factores de
transcripcion activadores (Figura 3), sin embargo, también inhibe la formacion de factores
de transcripcion represores (Figura 4). Es la proporcion entre las formas activadoras y
represoras de GLI en el nucleo, lo que se ha dado en llamar el codigo GLI, lo que controla
la expresion de los genes dianas de SHH mediante una combinacion de variantes de

activacion y de represiont?l,

: —o— GENES BLANCO
NUCLEO

Ptch, Gi1, Hhip, CycD1/D2, E2F1, N-Myc,
FOXM1, PDGFRa, IGFBP3, IGFBPS, Hes1,
Neogenin, Bel2, Bmil, Nanog, Sox2, VEGF,
Cyr61, MEF2C, Snall1, Osteopontin,

Figura 3. Activacion de la via de SHH. SMO promueve una cascada de sefializacion que en ultima instancia conduce a la
translocacién de formas de GLI activadas de longitud completa (GLIA, verde) en el nlcleo, donde inducen la
transcripcion de genes blanco de HH, por accion de KIF7 sobre el represor SUFU. Modificada de Pandolfi et al, 2015.
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Figura 4. Via de SHH inactiva. PTCH inhibe SMO. Las proteinas GLI estan fosforiladas por PKA, GSK3B y CK1, que crean
sitios de unidn para la ubiquitinligasa B-TrCP, E3, GLI3 y, en menor medida, GLI2 experimentan degradacion parcial del
proteosoma, lo que lleva a la formacion de formas represoras (GLI3 / 2R, rojo), que se translocan al nucleo donde
inhiben la transcripcién de genes blanco HH. GLI de longitud completa también puede ser completamente degradado
por el proteosoma. Este proceso puede ser mediado por Spop y Cullin 3-basada en E3 ligasa para GLI2 y GLI3, mientras
que GLI1 puede degradarse por B-TrCP, la ubiquitina ligasa Itch E3 activada por Numb y por PCAF. Abreviaturas: CK1,
caseina quinasa 1; GSK3p, glucdgeno sintasa quinasa 3B; HH, Hedgehog; PCAF, factor asociado a la proteina de unién a
p300 / CREB (CBP); PKA, proteina quinasa A; PTC, Patched; SMO, Smoothened; Spop, proteina POZ de tipo speckle;
SUFU, supresor fusionado; Proteina que contiene repeticion B-TrCP, B-transducina. Modificada de Pandolfi et al, 2015.

Las dianas reguladas por la via de HH varian segun la especie y tipo celular y sélo se
conocen parcialmente. Algunas de las dianas mejor establecidas y mas universales son
componentes importantes de la misma via de sefializacion como PTC y GLI-1. La
expresion de estos genes se utiliza como marcador de células que estan activamente

transduciendo la sefial de HH!28!,

El hecho de que la funcién de los factores de transcripcion GLI sea especifico de tejido,
estadio y especie, puede depender de su capacidad de formar complejos entre ellos y con
otros factores de transcripcion que modifican su actividad 2. En este sentido debe
mencionarse que se sabe que las proteinas GLI interaccionan fisicamente con las proteinas
Zicl y Zic 2 y con los productos de los genes HoxD. Como blanco del codigo GLI
relativamente generalizadas se pueden citar Ciclina D1, c-myc, Bcl2, Bmi 1, Snail, GLI-1y
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SHH, entre otros genes blanco que dicha via transcribe son los que se muestran en la

siguiente figura 21,

CXCR4

/? JAG2 .
Regulacion

delciclo
celular
Viade CCND1/2
BCL2 WNT CCNB1
IGFBP6 BMI1 SFRP1 FOXM1
KLF BMP4 N-cadherin TGFpI WNT2
Ps3 INHBC/E SIP1 ZEB1 WNTS
LG JAG2 SNAI1/2/3 ZEB2
TBX2 NANOG TWIST1/2
Nkx2.2 ZEB1/2
Osteopontin
SOX?2 E-cadherin

Figura 5. Genes blanco de la via de SHH y los procesos o vias que en los que estan involucrados. Modificado de Cambell
et al, 2015.

Aunque la via de sefializacion de Hedgehog (HH) se descubri6 y estudi6 inicialmente
debido al importante papel que desempefia durante el desarrollo embrionario, recientemente
se ha puesto de manifiesto su implicacion en una gran variedad de tumores y en el
mantenimiento de las células troncales de varios tejidos. Esto hace que el identificar y
comprender en lo posible la sefializacion HH en eventos patoldgicos sea de extrema

importancia para la salud humana.

LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA DE TIPO B

Las leucemias son un grupo heterogéneo de enfermedades que se distinguen por infiltracion
de la médula Osea, sangre y otros tejidos, por células neoplasicas del sistema
hematopoyético. Son enfermedades neoplasicas que se deben a mutacion somatica de la
célula progenitora, segun su estirpe celular afectada, ya sea la linea mieloide o la linfoide,
su evolucion varia desde las que conducen rapidamente a la muerte hasta las que

evolucionan con lentitud, y se les conoce como agudas o cronicas, respectivamente 2

La leucemia linfoblastica aguda de tipo B (LLA-B), es una de las alteraciones con mayor

malignidad en el SH. Presenta un riesgo muy alto entre la poblacion infantil, ya que es
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considerada la patologia oncologica mas frecuente entre individuos menores de 20 afios. A
nivel mundial se estima que mas del 75% de la totalidad de las neoplasias malignas
diagnosticada en esta poblacion, corresponde a LLA-B B%.

En México, tan solo en el 2005, la LLA-B, represento el 83.3% del total de las neoplasias
diagnosticadas en menores de 18 afios. Por ejemplo, en el Hospital del Nifio y del
Adolescente Morelense de 1998 al 2010 se presentaron 190 casos de LLA-B con un
promedio de 16 casos por afio ¥4, siendo la primer causa de muerte oncoldgica en la

poblacién infantil morelense.

Esta patologia radica se origina en los linfoblastos de células B, con alta proliferacion de
estas células transformadas. Ademas, del blogueo en su diferenciacion debido a mutaciones
somaticas que afectan una o mas de las vias de sefializacion intracelular que participan en la
determinacion, maduracion y diferenciacion. Esto, favorece a que se presente una

infiltracion de poblaciones inmaduras del linaje B en la médula 6sea (MO) 9,

En los ultimos afios, se han incorporado técnicas de diagndstico més certeras para la LLAB,
que se basan en la morfologia y la etapa en la cual se produce esta proliferacion clonal, asi
como cambios en la integridad del genoma del paciente. Estas caracteristicas son la base de
la clasificacion molecular de la enfermedad 2. La clasificacion propuesta por la Sociedad
Franco-americano-britanico (FAB), es una clasificacion basada en la morfologia de las
células leucémicas. Bajo este sistema la LLA presenta tres variantes morfoldgicas L-I, L-2
y L-3. La evaluacion del fenotipo inmunoldgico define el linaje celular comprometido y es
fundamento para la clasificacion actual de las entidades clinico-bioldgicas que plantea la
OMS. Asi mismo se han identificados anormalidades citogenéticas en las células de LLA,
las cuales actualmente definen subtipos pronésticos y determinan el esquema terapéutico.
(Tabla 1).

Tabla 1. Parametros empleados para la clasificacion FAB de las leucemias. Tomado y editado de
Organizacién Mundial de la Salud, 2008; Sabattini et al 2010; Campo et al, 2011.

CLASIFICACION FAB DE LEUCEMIAS LINFOBLASTICAS AGUDAS
Caracteristica L1 L2 L3
Tamarnio celular Pequefio Grande Grande
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Cromatina celular  Fina o en grumos Fina Fina
Forma nuclear Regular, Irregular, Regular, oval y redondo
hendiduras hendiduras
Nucléolo Indistinguible Grande, >1 por Grande >1 por célula
célula
Cantidad de Escaso Moderado Abundante
citoplasma
Basofilia Leve Leve Prominente
citoplasmatica
Vacuolas Ausentes Ausentes Presentes

citoplasmaticas
E .
] e® e >
Morfologia eo® —d & i ﬂ“
£ 2V, o ""“‘.". 2

CLASIFICACION INMUNOFENOTIPICA DE LA LEUCEMIA LINFOBLASTICA

AGUDA
Pre-B Temprana HLA-DR, TdT, CD19, CD22, CD24
Pre B comudn HLA-DR, TdT, CD19, CD22, CD24, CD10
Pre B tardia o transicional HLA-DR, TdT, CD19, CD22, CD24, CD10,
CD20
Pre B HLA-DR, TdT, CD19, CD22, CD24, CD10,
CD20, IgC
Células B 0 maduras HLA-DR, TdT, CD19, CD22, CD24, CD10,
CD20, IgC, IgS
TRANSLOCACIONES PRESENTES EN LA LEUCEMIA LINFOBLASTICA
AGUDA
TRANSLOCACION GEN/ REARREGLO GENETICO
t (1;19) (923, p13.3) E2A/PBX1 o TCF3-PBX1
t(9;22) (q34; q11.2) BCR/ABL
t (11923), t (4;11) (921; g23), t (11;19) MLL/AF4
(923; p13.3)
t (8:14) (g24; gq32) MTC/1Gh
t (1;14) (p32; q11) TTG2/TCR o TAL1
t (12;21) (p13; g22) TEL/LMA1
t (5;14) (931; 32) IL3-IGH
t (10;14) (g24; ql11) HOX11
t (2;8) (p12; q24) MYC
t (8;22) (q24; q11) MYC

c/C, citoplasmaético; S, membrana; t, translocacion; g, brazo largo del cromosoma; p, brazo corto del
cromosoma.
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TRATAMIENTO DE LA LLA-B

Las asignaciones de tratamiento con base en la estratificacion de riesgo de los pacientes es
la principal estrategia terapéutica que se utiliza en nifios con esta patologia. Este enfoque
permite que los nifios quienes histéricamente han obtenido muy buenos resultados con una
terapia convencional no sean tratados con terapias mas intensivas y toxicas, las cuales
pueden orillarlos a la muerte ocasionada por el mismo tratamiento; mientras que a la vez
permite a los nifios que histéricamente han tenido menos probabilidades de supervivencia a
largo plazo, el recibir terapias mas intensivas que puedan aumentar sus probabilidades de

curaciont3l,

Un subconjunto de los factores prondsticos conocidos p. Ej., edad, recuento de glébulos
blancos (GB) al momento del diagndstico, presencia de anormalidades citogenéticas
especificas se usan en la estratificacion inicial de los nifios con LLA en grupos de
tratamiento que constan con varios grados de riesgo de fracasar ante el tratamiento (Tabla
2).

Tabla 2. Grupos de riesgo de pacientes con leucemia linfoblastica aguda al diagndstico. Tomado y editado de la pagina
del Instituto Nacional del Cancer EUA y del Grupo de Oncologia Infantil EUA.

ESTRADIFICACION DE RIESGO DE LEUCEMIAS LINFOBLASTICA AGUDA

AL DIAGNOSTICO

) RIESGO
PARAMETRO BAJO HABITUAL ALTO MUY ALTO
Edad e an~o, =10 1-9 afios = arjo =10 >10 afios
afnos anos
Sexo Cualquiera
Gldébulos blancos <10000/uL <50, 000/uL >50,000 uL -
FAB L1 L1/L2 L3 -
LLA de LLA de LLA de células
Inmunofenotipos ~ Precursores de  precursores de B i
P células B células B maduras/LLA
CD10+ CD10+/- de células T
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>53

Cromosomas 24 228
dobles
. , cromosomas 68
trisomias de los 2 80
Ploidias cromosomas 4 - <46 crosomas
e > cromosomas
y 10; trisomias >80
triples de los
cromosomas
cromosomas 4,
10y 17
t (v;11923), t
Anomalias £ (12:21) i t(9;22) (4;11) (g21;
genéticas ’ t (8;14) q23),t(11;19)
§ (923; p13.3
E consulndice de >1.16 1-1.15 <0.8 <0.6

DNA

Muchos de los avances terapéuticos que han dado como resultado un aumento en la tasa de
supervivencia de nifios con LLA, han sido logrados a través de ensayos clinicos a nivel
nacional, y resulta apropiado el ofrecerle tanto a nifios como adolescentes con LLA-B, que
participen en estos ensayos. Ademas, se requiere planificar un tratamiento que conste de un
equipo multidisciplinario de especialistas en cancer pediatrico con experiencia y habilidad
en el tratamiento de las leucemias pediatricas para determinar e implementar el mejor
tratamiento. El mejor lugar para llevar a cabo este tratamiento es en un centro oncoldgico

pediatricol,
El tratamiento de los nifios con LLA se divide en etapas:

* Induccion a la remision: En esta fase se pretende destruir la mayor parte de las células
leucémicas y recuperar la hematopoyesis normal. Se prescriben medicamentos sin efectos
mayores a la sintesis de ADN, como vincristina, prednisona y L-asparginasa, sobre todo en
nifios, o antraciclicos como la daunorrubicina o mitoxantrona para adultos, éstos no
producen dafio a la médula dsea normal y actlan pronto; sin embargo, no son Utiles para el
tratamiento a largo plazo. Con tratamiento adecuado y cuidado de soporte efectivo, el grado
de remision actual es de 70 a 90%. EI esquema de induccién con indice de remision mas
alto incluye vincristina, dexametasona, daunorrubicina y ciclofosfamida con remision del
91%.
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Los programas de induccién cada vez son mas agresivos, lo que aumenta la frecuencia de
las remisiones y mejora la supervivencia de los pacientes. Si los glucocorticoides no se
prescriben sino hasta el segundo mes de la induccién, disminuye la supervivencia libre de
enfermedad; la resistencia a los glucocorticoides se vincula con resistencia a otros
antineoplasicos. La administracion de dexametasona durante la induccion y el
mantenimiento tiene mejores resultados de supervivencia que quienes reciben prednisona.
Si en esta fase se administran dexametasona o metilprednisolona en cursos cortos de cuatro
dias, se logra inducir la indiferenciacion de blastos mieloides y la aparicion de progenitores

hematopoyéticos CD34, con acortamiento de la leucopenia inducida por la quimioterapia
[30]

* Tratamiento post-remision o consolidacion: Con la recuperacion de la hematopoyesis se
inicia el tratamiento de consolidacion, que debe iniciarse pronto, después de la fase previa.
En esta fase el objetivo es destruir las células residuales que han superado la etapa previa;
se pueden emplear medicamentos que afectan la sintesis de ADN y que pueden destruir las
células en reposo o fuera del ciclo GO del ciclo celular. Aqui se administran altas dosis de
metotrexato, con o sin 6-mercaptopurina, L-asparginasa y citarabina, o bien combinacion
de dexametasona, vincristina, L-asparginasa, doxorrubicina y tioguanina, con 0 Ssin

ciclofosfamida 3%,

* Terapia de mantenimiento 6 continuacion: Conocido como mantenimiento o continuacion
de la remisién, tiene como objetivo destruir las Gltimas células residuales leucémicas. Por
razones aun no entendidas debe darse tratamiento a largo plazo; quizé por la necesidad de
eliminar las células leucémicas o la enfermedad minima residuales, o detener su
crecimiento hasta que suceda su apoptosis celular. Con la administracion de medicamentos
que intervienen en la sintesis de ADN, como mercaptopurina y metotrexato, se genera la
mielosupresion. Estos farmacos son tolerados adecuadamente y se administran durante dos

o tres afios 3,

Cada una de estas etapas del tratamiento son esenciales para un resultado exitoso. En todos
los pacientes se lleva a cabo una fase de intensificacion de la terapia después de una

induccion a la remision. La intensidad, tanto de la terapia de induccién como postinduccion
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se determina mediante factores de pronosticos clinicos y bioldgicos que se utilizan para las

asignaciones de tratamiento basadas en el riesgo.

Existen casos en los que aun cuando se concluye el tratamiento hay reincidencia de la
leucemia, esta condicion repercute negativamente en el prondstico del paciente que la
manifieste. Esta condicion ha sido relacionada con la enfermedad minima residual (EMR),
que se define como la presencia de poblaciones residuales de células leucémicas en la MO
una vez concluido el esquema de tratamiento. La identidad de esta poblacion celular no ha
sido del todo establecida, pero se ha reportado que estas poblaciones conservan marcadores
CDs que han permitido identificar diferentes subpoblaciones que presentan grados muy
variados de diferenciacion, proliferacion y capacidad de autorrenovaciont4,

Asi mismo, estudios recientes indican que estas células estan involucradas en la resistencia
al tratamiento. Se ha propuesto que estas células se mantienen en quiescencia en sitios
especializados, por lo que mediante modificaciones en el nicho hematopoyético y su
interaccion con otras moléculas se podria afectar su sobrevivencia. Lo anterior sera de vital
importancia para la deteccién y caracterizacion de sus perfiles de expresion y su

eliminacion, lo cual podria ser empleado para mejorar el éxito terapéutico %1,

Gracias a que en las Gltimas décadas se han logrado avances significativos en el tratamiento
de la LLA, ademas de su adecuada estadificacion de riesgo del paciente, se ha logrado, que
en paises desarrollados los porcentajes de sobrevida libre de eventos alcance a los cinco

afios cerca del 80% 381,

Sin embargo, en México la supervivencia global a los 4 afios se encuentra alrededor del
65%; muy por debajo de los estandares en paises desarrollados B71. Asi mismo, se reporta
que alrededor del 30% de los nifios con LLA fallecen por causas relacionadas con la
enfermedad o su tratamiento, por lo cual es necesario identificar nuevas vias de
sefializacion que de manera selectiva se activen en la poblacion transformada que permitan
a futuro proponer nuevas alternativas de moléculas blanco para establecer tratamientos mas
precisos y contender con la principal falla, que es la presencia de resistencia al tratamiento

convencional [39],
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La resistencia al tratamiento puede ser de tipo intrinseca o de novo. La primera se refiere a
la que se desarrolla de forma natural en ausencia de mecanismos de seleccion, es decir, las
células ya la presentan antes de ser sometidas a un tratamiento. Mientras que la resistencia
de novo es adquirida o secundaria y se desarrolla bajo una presion selectiva, como lo es el
tratamiento quimioterapéutico. Los mecanismos primarios que confieran a las células
cancerigenas la capacidad de resistencia al tratamiento son los siguientes: alteracion de los
blancos terapéuticos, eflujo de los farmacos mediante la activacion de las bombas de eflujo
ABC, dafio en la reparacion de DNA, inhibicion de apoptosis, transicion epitelio

mesénquima y cambios epigenéticos (Figura 6) [,

Influjo del férmaco/
> Activacion del farmaco

'— Inactivacion del farmaco

Alteracion del blanco del
farmaco

_ Eflujo del farmaco

<

Daiio a la
reparacion de
DNA

Iv— Inhibicion de apoptosis

k I— Efectos epigenéticos /
CELULAS ESTROMALES

y CELULA CANCERIGENA
Muerte celular

Figura 6. Representacion de los mecanismos que confieren a las células cancerigenas la capacidad de resistencia al
tratamiento. Modificado de Houssman et al, 2014.

Algunos de los mecanismos identificados en las células presentes en la falla terapéutica
como elementos que permiten la sobrevivencia a la quimioterapia concuerdan con algunas
caracteristicas reportadas para las células troncales cancerigenas (CTC); que a su vez
guardan relacién con las propias de las células troncales naturales del tejido, que sin
embargo, presentan alteraciones en su capacidad de respuesta a los estimulos de
proliferacion, diferenciacion, supervivencia, presencia de transportadores ABC, que

permiten mayoritariamente colocarlas en la fase GO del ciclo celular B4,

En el caso de las leucemias éstas reciben el nombre de Células Troncales Hematopoyéticas

Leucémicas (CTHLs), las cuales son una poblacion celular que presenta aberraciones en la
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expresion de: oncogenes, factores de crecimiento, receptores o ligandos involucrados en el
control de la proliferacion, sobrevivencia o diferenciacion del linaje de las células del SH
[¥9] Las CTHLs estan muy bien descritas para la Leucemia Mieloide Aguda, pero la
presencia y relevancia de estas en LLA no es clara aun. Las CTHLs presentan
subpoblaciones con fenotipos primitivos, manifestando los marcadores CD34+ y CD38+ y
CD123. Este ultimo es un marcador unico de las CTHLs; pero faltando la expresion de
CD90 y CD117%9,

En los ultimos afios se ha reportado que las CTHLs presentan heterogeneidad en cuanto a la
capacidad para repoblar a la MO vy regenerar la leucemia, lo cual ha propuesto la existencia
de distintas clases de CTHLs con diferente capacidad de autorrenovacion, lo cual sugiere,
que las vias que regulan los procesos normales de diferenciacién y autorrenovacion en

células hematopoyéticas no estan completamente inactivas en las CTHLs 491,
PAPEL DE LA VIA DE SONIC HH EN LOS EVENTOS DE TRANSFORMACION

Los genes blanco de la via de SHH estan involucrados en procesos de proliferacion,
autorrenovacion, sobrevivencia y angiogénesis en CTH, células embrionarias y
mesenguimales. Esto procesos se encuentran afectados debido a mutaciones en miembros
clave de dicha via, como por ejemplo la pérdida de la funcion de PTC-1 o sobreexpresion
del gene activador de SMO, que resulta en una activacion independiente de ligando HH, asi
como en activaciones dependientes del ligando HH por vias autécrinas o paracrinas. Los
mecanismos de sobreactivacién ocasionados por mutaciones en la via de SHH se han
evidenciado en mas del 90% de los carcinomas de células basales y en el 30% de los

meduloblastomas de adultos [*1.

Asi mismo la sobreactivacion por mutaciones o cambios epigenéticos del regulador
positivo SMO o reduccion en la funcién de sus reguladores negativos PTCH y SUFU 42,
se ha asociado con una amplia variedad de neoplasias como: carcinoma de piel 1,
meduloblastoma 4, cancer de pulmon 1) entre otros. La informacion obtenida en los
ultimos afos ha establecido que existen diferentes mecanismos de accion por parte de la via
que se involucran en el proceso de transformacion, los cuales son dependientes del tipo de

cancer que se presente.
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Lo anterior se confirmd en un estudio en el que se evalud la expresion de los genes que
codifican para esta via junto con las proteinas requeridas para su sefializacion (PTC-1,
SMO, SHH, GLI-1, GLI-2 y GLI-3); como primer paso se aislaron subconjuntos celulares
altamente purificados de células sanguineas primitivas las cuales expresaban CD34+ y
CD38+ , constituyendo una estirpe celular capaz de repoblar in vivo, un modelo de
leucemia, junto con subconjuntos celulares comprometidos de linaje mieloide CD33+,
CD19+ (Tipo B) y CD3+ (Tipo T) y células que comprenden el microambiente
hematopoyético[46]. En las poblaciones analizadas se identifico la expresion de los
receptores PTC y SM, asi como de SHH en las células primitivas y maduras de linaje
CD19+, CD33+ y CD3+. Ademas, en las células aisladas de médula ésea adulta (BM) y de
cordén umbilical (HUVEC) se detecté la expresion de los mismos receptores (Figura 7), lo
que sugiere que el microambiente de las células primitivas es capaz de transducir las

sefales de esta via.

Con lo anterior también se demuestra que los tres factores de transcripcion GLI estan
involucrados en la regulacién de la sefializacion rio abajo en la via, las subpoblaciones
primitivas, estromales y HUVEC expresaron estos tres factores, mientras que estan
ausentes en células comprometidas a linaje mieloide y linfoide, lo que sugiere que SHH no
es esencial para la maduracién de la célula hematopoyética. Se descubrié también que la
adicion exdgena de SHH soluble puede regular la proliferacion de células hematopoyéticas
no comprometidas, lo que pone en evidencia que las sefiales de esta via son criticas en este

proceso (Figura 8) 461,

20



12 3 456 78

Figura 7. Andlisis de la expresion de los genes que codifican para SHH. receptores y efectores en células
hematopoyéticas humanas. En el carril 1 control negativo H20, carril 2 control positivo cDNA fetal humano, carril 3
Celulas primitivas lin CD34+, CD38+, carril 4 celulas mieloides lin CD33+, carril 5 células tipo B lin CD19+, carril 6
celulas aisladas de CB humano, carril 7 células estromales BM, carril 8 HUVEC, para la deteccion de PTC1, SMO, SHH,
GLI 1/2/3. Tomada de Lin et al, 2010.

500 = i
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Figura 8. Grafica de crecimiento celular. Se muestran las células totales barra gris y células CD34+CD38- separadas en
control tratado con citocinas que promueven la proliferacion y el grupo tratado con antigenos contra HH a 7 y 12 dias de
cultivo, se observa una disminucién del 20% de proliferacion en el grupo tratado con anti-HH contra el grupo control a los
7 dias y una disminucion del 30% a los 12 dias. Modificada de Lin et al, 2010.

A la fecha no se han detectado mutaciones en las moléculas que participan en la
sefializacion de SHH en las neoplasias hematoldgicas, sin embargo, se han presentado

eventos de modificacion epigenética en poblaciones pediatricas de pacientes con leucemia
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mieloblastica aguda [“71. Se ha resaltado ademés que muchos de los blancos via abajo se
sobreexpresan en leucemia mieloide aguda y cronica, cuya expresion se ha tratado de

relacionar con la quimioresistencia y a la esperanza de vida en estas neoplasias.

Interesantemente los componentes de regulacion via arriba de la sefial de transduccion se
han observado en precursores de LLA. En donde se ha observado que la inhibicion de SMO
reduce in vitro e in vivo la expresion de la autorrenovacion 71, El fenotipo de las células
troncales leucémicas y los objetivos celulares para la transformaciéon en LLA de células
troncales leucémicas es aun controversial, ademéas de que se ha reportado que solo una
pequefia subpoblacion de células actian como células troncales leucémicas, las cuales
pueden ser dianas importantes para los regimenes de tratamiento para los componentes que
interfieren con la autorrenovacién, lo que promete ser una mejora en la opcién terapéutica
del tratamiento LLA F71,

Algunas de las caracteristicas que se relacionan con la mala respuesta al tratamiento y el
seguimiento del paciente ,como lo son la cuenta de blastos elevados y clasificacion de alto
riesgo, correlacionan para leucemia mieloblastica aguda con la deteccion del factor de
transcripcion GLI-2 que se detect6 incrementado en el 60% de los pacientes analizados en
un estudio para el cual se aislaron las células CD34 a partir de muestras de médula 6sea, en
estas mismas muestras se detectaron los genes blanco GLI-1 y PTC-1 incrementados en el
60% de los pacientest®l. Evidencias de la falla terapéutica se demostraron en este mismo
estudio en un experimento, en el que se generaron ratones con un modelo de leucemia
mieloide aguda y con sobreexpresién de SMO y por consecuente sobreactivacién de la via.
Esta estrategia evidencid una disminucion drastica en la supervivencia (Figura 9), misma
que se observd tanto en células de leucemia mieloblastica aguda y en las lineas celulares

controles.
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Figura 9. Grafica de supervivencia elaborada a partir del seguimiento de ratones del tipo: WT, raton wild type (sin
modificaciones), SmoM2, ratén con mutacién de induccién a SM, NHD13 ratén con modelo de leucemia mieloide aguda
y NHD13/SmoM2, modelo de leucemia mieloide aguda y mutaciéon de SMO. Se muestra una disminucién con peso
estadisticamente significativo en la supervivencia para el caso del modelo de leucemia mieloide aguda y la
sobreexpresion de SMO y por consecuente sobre activacidn de la via de SHH. Modificada de Gondeck et al, 2014.

Por otra parte la expresion de GLI-1 se relaciono directamente con riesgo citogenético y un
evento de sobrevivencia reducido a los 5 afios, la sobreexpresion del mismo predice una

alta posibilidad a remision y una disminucion de la supervivencia global 1,

En un estudio realizado por Zhao et al. Se reporta que la activacion de la via de SHH se
involucra también en el mantenimiento de las células troncales leucémicas de la Leucemia
Mieloide crénica, mediante la experimentacion de un modelo murino con delecion de SMO
el cual tuvo como resultado la disminucion del pool de este tipo celular y en sentido inverso
la sobreexpresién de SMO en un ratdn deficiente de SMO con LMC incrementd de forma

dramatica el pool de este tipo celular 5%,

Como se ha evidenciado anteriormente la sefializacién de SHH, juega un rol critico en la
autorrenovacion de las células troncales leucémicas y su regulacion, por lo tanto, la
inhibicion de esta interfiere con la caracteristica troncal de estas células y las induce a
diferenciar, lo que idealmente se persigue en el tratamiento contra el cancer. Actualmente
ya se han desarrollado multiples inhibidores de esta via que se utilizan para el tratamiento
de algunas neoplasias, tal es el caso de la Vismogdegib que actla sobre el activador SMO
inhibiendo la via en carcinoma de células basales, el cual en su fase 1 de prueba mostro que
18 de 33 pacientes con carcinoma avanzado o con metastasis presentaron respuesta ante

este inhibidor. Entre los 15 pacientes restantes, 11 presentaron estabilidad en el proceso de
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mantenimiento de la enfermedad por 10 meses y solo 4 pacientes tuvieron avance en la
enfermedad B, Actualmente este farmaco se utiliza en monoterapia o en combinacion con
otros para el tratamiento de meduloblastoma, cancer de pulmén, céncer pancreético
metastasico, cancer de prostata metastasico, meningioma intracraneal, Glioblastoma

recurrente y leucemia mieloblastica aguda B2,

En lo que respecta a la LLA- B y la manifestacion de esta via se desconoce el proceso
mediante el cual se lleva a cabo la activacion de esta via en la LLA-B, pero se sabe que
dicha activacién no se da de forma convencional en otros tipos de cancer sobre todo sobre
la forma en la que se lleva a cabo la forma activa o represora del cédigo GLI como se

muestra y explica en la figura a continuacion:

P PTEN r l
= 1 GO-HEED @ &
() —> @ N \ew
{ s AC) R

Nucleus

i
L

HH targets

Figura 10. Integracion de entradas supresoras tumorales y oncogénicas por el codigo GLI en cancer. Tras la inhibicién de
la funcién PTCH1 por ligandos HH, se libera la represion sobre SMOH, SMOH se mueve al cilio primario y activa la
sefializacion aguas abajo estabilizando la activacion de las proteinas GLI de longitud completa (GLI1) y bloqueando la
produccidn de represores GLI (GLI3R). El codigo GLI de mamifero incluye tres proteinas. Generalmente, GLI1 es un
activador, aunque existe en las formas represora y activadora eliminadas N y CX, respectivamente, GLI2 tiene funciones
represoras activadoras y C"£ y GLI3 es un activador débil y su forma C" 4 es un fuerte represor. Los componentes de la via
clasica HH estan en circulos rellenos, en rojo para inhibidores y en verde para activadores. Los reguladores positivos y
negativos de la sefializacion HH-GLI estan en circulos vacios, en azul para las rutas PGF-RTK-RAS-RAF-MEK, PI3K-
AKT y JUN, en verde para activadores y en rojo para represores. El color de la flecha viene dictado por el efecto final en
el codigo GLI: flecha roja para un efecto represivo final, flecha verde para un efecto de activacion final en el codigo GLI.
Tomada de Stecca et al, 2010.

En esta patologia se llevo a cabo un estudio realizado por Lin et al. En el que se encontrd
que las expresiones de los componentes de la via eran comunes en lineas celulares humanas

de LLA B de manera muy heterogénea, sin embargo, destaca la expresion de los genes
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blanco PTC-1 y GLI-1, lo cual nos da la pauta de la activacion de la via estudiada (Figura
11) y que el inhibidor ciclopamina (IP1926) puede limitar el potencial de autorrenovacion y
la alta clonicidad de las células leucémicas in vivo e in vitro, de manera in vivo se realizo el
analisis de supervivencia con el tratamiento del inhibidor de dicha via, lo que nos mostro
una mayor supervivencia en el seguimiento de los ratones tratados con esta droga (Figura
12) B71,
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Figura 11. Expresion de los componentes de la ruta de Hh es comdn en las lineas celulares precursoras B-ALL. Andlisis
cualitativo de RT-PCR de la expresion génica de la via Hh en lineas celulares precursoras B-ALL. HFB, cerebro fetal
humano, usado como control positivo para todos los experimentos. Para cada linea celular, se realizaron reacciones de
control positivo y negativo con cebadores de B-actina con (para demostrar cantidades iguales de plantilla de ADNc a
través de cada linea celular) y sin (para descartar contaminacion con ADN gendmico) transcriptasa inversa. B-ACTIN-
denota resultados de PCR a partir de reacciones de sintesis de cDNA que carecen de RT. Lineas celulares precursoras B-
ALL: HB 1119 (t11; 19), Nalm6 (t2; 6), REH (t12; 21), RS4; 11 (reordenamiento del gen MLL); SEM-K2
(reordenamiento del gen MLL), TOM-1 (Ph +). La electroforesis se realizé con cada gen por separado a través del panel
de lineas celulares. Tomada de Lin, et al, 2010
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Figura 12. Supervivencia global prolongada de ratones receptores de células REH IP1-926 pretratadas. Los ratones NOD-
Scid fueron inyectados por la vena de la cola con células REH que habian sido pretratadas con IP1-926 o vehiculo in vitro
antes de la inyeccion. Se siguio a los ratones para la progresion de los sintomas y la supervivencia global, y los ratones
receptores de células pretratadas tuvieron una supervivencia global estadisticamente significativamente mas larga (70 dias
frente a 50 dias, p, 0,001). Modificada de Lin et al, 2010.

Ademas de esto se ha detectado la mutacién G143S, mutacion somatica en la regién de la
proteina SHH que interactia con PTC-1, en un paciente 2, Dicha mutacion puede tener un
efecto en la desregulacion de la via llevando a la sobreexpresion de sus genes blanco
ocasionando eventos de proliferacién celular descontrolada. A pesar de todo esto se
desconoce mucho del papel que posee la sefializacion de la via de SHH en la LLA-B por lo

gue son necesarios mas esfuerzos en el entendimiento de esta.

En cuanto a la identificacion de la expresion de la via SHH en pacientes con LLA se tiene
como antecedente el andlisis de microarreglos realizados en pacientes del Instituto Nacional
de Pediatria en colaboracion con el Dr. Oscar A. Pérez Gonzéles del Laboratorio de
Oncologia Experimental a partir de los cuales se obtuvieron los siguientes resultados:

Identificacidn de los casos de falla terapéutica a la ventana esteroidea y a la induccion a la

remision en la base de datos proporcionada por el Laboratorio de Oncologia Experimental:

Se llevo a cabo el analisis de la base de datos clinicos y moleculares de pacientes con LLA-

B proporcionada por el Laboratorio de Oncologia experimental y se identificaron los casos
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de falla terapéutica, tanto en el periodo de ventana esteroidea como en el periodo de

induccidn a la remision; por medio del porcentaje de blastos en médula dsea.

Para el analisis de los microarreglos, se generaron 3 grupos para su analisis, los cuales se

integraron de la siguiente forma.

% Grupo de respuesta a la ventana esteroidea: Integrado por los casos que no
tuvieron respuesta a la ventana esteroidea contra los que tuvieron respuesta a la ventana
esteroidea.

% Grupo de respuesta a la Induccion a la Remision: Integrada por los casos con
respuesta a la Induccion a la remision y por los casos sin respuesta a la induccién a la
remision.

% Grupo por grado de riesgo: integrado por los casos de alto riesgo contra los
casos de riesgo habitual.

Cada uno de estos grupos fue analizado en el programa para microarreglos Partek Genomic,
en el cual se realizd el analisis por caracteristicas de acuerdo con las variables planteadas
anteriormente, se hizo el andlisis de componentes principales de la misma forma, seguido
de esto se realizé la deteccion de los genes diferencialmente expresados de acuerdo con

cada variable, de la siguiente forma:
Se establecieron los grupos con las variables de contraste:

¢+ Grupo de respuesta a la ventana esteroidea: Sin respuesta a la ventana
esteroidea vs respuesta a la ventana esteroidea.

¢+ Grupo de respuesta a la induccién a la remisién: Sin respuesta a la
induccion a la remision vs respuesta a la induccion a la remision.

¢+ Grupo de riesgo: Alto riesgo vs Riesgo Habitual.

Posteriormente se genero la lista de genes con el ajuste de los valores de p y FDR en
valores significativos para tener diferencia significativa entre las variables establecidas en
cada grupo. De cada grupo se crearon dos listas de genes una ajustada a los genes sobre

expresados y otra a genes subexpresados.
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A partir de la lista de genes obtenida se realizdé un segundo andlisis mediante el programa
en linea David Bio Info, en el cual se deposita la lista de genes (sobre expresados y
subexpresados), se seleccionaron los procesos celulares con valor de p mas significativos, a
partir de los cuales se realizé la busqueda de los genes pertenecientes a la via de Sonic HH.
La informacion obtenida de la lista de genes de sobreexpresion se contrasté con la obtenida

a partir de la lista de genes subexpresados, para cada grupo planteado inicialmente.
Se generaron tres grupos para el andlisis de los microarreglos:
1. Grupo de respuesta a la ventana esteroidea:
Sin respuesta a la ventana esteroidea: 24 casos
Con respuesta a la ventana esteroidea: 2 casos
2. Grupo de respuesta a la Induccién a la Remision:
Sin respuesta a la induccién a la remision: 4 casos
Con respuesta a la induccion a la remision: 22 casos
3. Grupo por grado de riesgo:
De alto riesgo: 20 casos
Riesgo habitual: 6 casos

Anadlisis de lista de genes sobre expresados y subexpresados de los grupos planteados en el
programa David Bio info, a partir de las listas de genes analizadas para el grupo de

Respuesta a la ventana esteroidea, se obtuvieron los siguientes resultados:

Para el Grupo de respuesta a la ventana esteroidea:
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Los términos mostrados fueron en los que se lograron ubicar los genes de la via de
sefializacion de Sonic HH por un lado se tienen los genes subexpresados en los casos que
no tuvieron respuesta a la ventana esteroidea en los cuales encontramos genes que
participan en la inactivacién de la via como lo son el gen Suppressor of fused homolog
(SUFU) y GLI 3 lo cual evidencia que la via estd expresada en los casos de falla a la
ventana esteroidea, lo anterior se ve reflejado en la lista de sobreexpresion en la cual en
estos mismos procesos encontramos sobre expresado el gen PTCH1, el cual participa en la
activacion de la via actuando como receptor del ligando Sonic HH. EI hecho de que el
ligando Sonic HH esté en la categoria de los genes sub expresados nos da la pauta a pensar

que en estos casos la via se active de forma enddgena.

Para el grupo de respuesta a la Induccion a la Remision:
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Los genes sub expresados en los casos que no tuvieron respuesta a la induccion a la
remision fueron el gen SUFU y GLI 3 como en el grupo anterior lo cual evidencia que la
via estd expresada en este grupo, mientras que en la lista de sobreexpresion encontramos
genes que participan en la activacion de la via, lo que evidencia aun mas la expresion de

esta via en los casos de falla en induccién a la remision.

Para el grupo de riesgo:

Para el grupo de alto riesgo no se logré encontrar una diferencia que nos indique en qué
estado pueda estar expresada la via ya que Unicamente se logré identificar en los genes
sobre expresados a PTCH 1 que es activador de la via y a GLI 3 que funciona como un
supresor, mientras que en los genes sub expresados no se logré identificar a ninguno de los
genes de esta via, lo que nos indica que la eleccién de este grupo y variable no son buena

referencia en la basqueda de la expresion de la via de Sonic HH.

Con los resultados anteriores podemos asegurar que la via de Sonic HH es un candidato
funcional en los grupos analizados, sin embargo, se requiere de pruebas adicionales para

corroborar la activacion de esta via en los grupos analizados.

Estos resultados poseen gran impacto para el proyecto en curso, ya que funge como
antecedente al cumplimiento de uno de los objetivos planteados, el cual es asociar la falla
terapéutica de los pacientes con LLA con la presencia de la expresion de los genes blanco
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de la via Sonic HH. Sin embargo, dicho antecedente requiere de pruebas adicionales para

corroborar la activacion de esta via en los grupos que presentan falla terapéutica.

Por todo lo antes mencionado resulta ser importante estudiar la presencia de esta via en la
LLA tipo B, debido a su estudio limitado y andlisis con el fin de encontrar la importancia
de la activacion de esta via vinculada a la frecuente falta de respuesta al tratamiento

manifestada en esta patologia de alto impacto en la etapa pediétrica.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La LLA tipo B es una enfermedad de gran importancia en el sector infantil debido a su alta
incidencia. Representando el 75% de la totalidad de las neoplasias malignas diagnosticadas
en este sector de la poblacion. La seleccion del esquema y el éxito del tratamiento de esta
patologia radica en la adecuada estratificacion de riesgo en el que se posicione el paciente,
lo cual estd vinculado directamente con el grado de indiferenciacion de la poblacién en
cuestion, asi como de la presencia de factores genéticos (translocaciones) y celulares (tasa
de proliferacion, etapa preferente del ciclo celular).

Actualmente en México la taza de éxito del tratamiento se encuentra alrededor del 65%.
Este dato esta por debajo de los estdndares de éxito reportados en los paises desarrollados.
Por otro lado, se ha reportado que aproximadamente el 30% de los nifios con LLA fallecen
por falla terapéutica. Esta, es consecuencia de la falta de eficacia terapéutica en respuesta a
los medicamentos en alguna de las fases del tratamiento. Por lo anterior, es necesario
buscar nuevas moléculas blanco que permitan desarrollar tratamientos més efectivos. A
nivel internacional el porcentaje de los pacientes que presentan una induccién a la remision
es del 80% de los casos, indicando que existen subpoblaciones de pacientes que siguen
siendo insensible a la quimioterapia (20 %), mientras que en el caso de la poblacion latina
se requiere de un tratamiento prolongado e intenso para lograr la remision, lo que origina
riesgo de secuelas graves y un incremento en el gasto hospitalario. De esta manera, es
necesario identificar y caracterizar los mecanismos que se presentan en el proceso de
transformacion de nuestra poblacion e investigar si éstos estan relacionados con la falta de

respuesta terapéutica en alguna de las fases del tratamiento.

Nuestra propuesta es que el factor de mayor importancia en el desarrollo de resistencia al
tratamiento podria radicar en los mecanismos que participan en su transformacion como
son: a) incremento de la autorrenovacion, b) Inhibicion del proceso de diferenciacion, c)
Favorecer un estado de quiescencia y d) Sobreactivacion en las vias de sefializacion que
participan de estos procesos. Una de las vias de sefializacién que se ha demostrado que
participa en estas respuestas celulares es la via de HH, que resulta ser caracteristica

distintiva de varias Células Troncales, y que en los ultimos afios se ha relacionado con las
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CTHLs. La evaluacion inmunofenotipica de las LLA ha permitido evidenciar la
heterogeneidad celular en la LLAB, con lo que se propone la existencia de subpoblaciones
de CL atipicas, mismas que se han reportado en nuestro grupo de investigacion, que
alcanzan un 25% a 30%, cuyo porcentaje se correlaciona con la fraccién que manifiesta la
falla terapéutica en México. Por lo que proponemos que la via de Sonic HH en las
subpoblaciones de células leucémicas, podria estar asociada a la falla de respuesta a la

induccion de la remisién durante su tratamiento.

HIPOTESIS
En los pacientes con leucemia linfoblastica B se asocia la falla de respuesta a la fase de

induccion a la remision con la activacién de la via de sefalizacién de Sonic HH.

OBJETIVOS
GENERAL

Determinar si los pacientes con LLA-B que presentan falla de respuesta en la fase de

induccidn a la remision presentan la expresion de los genes blanco de la via Sonic HH.

PARTICULARES

> Detectar la activacion de la via de sefializacion de SHH, mediante la presencia del
RNAmM de sus genes blanco.

» Integrar una base de datos con la informacion de translocaciones, y seguimiento de
la respuesta terapéutica en pacientes con LLA-B.

» Evaluar si hay una asociacion de la expresion de los genes blanco de la via de SHH
con los datos clinicos obtenidos en los pacientes con leucemia linfoblastica aguda B
en el Instituto Nacional de Pediatria.

» Evaluar si la activacién de la via de SHH se asocia con la falla de respuesta a la fase

de induccion a la remision en los pacientes con leucemia linfoblastica aguda B.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES
MUESTRAS:

Se procesaran muestras de aspirado de médula 6sea (AMO) y/o sangre periférica (SP) de
pacientes del Instituto Nacional de Pediatria (INP) con LLA de tipo B de nuevo
diagnostico, el muestreo se realizd como parte de la intervencion médica para el
establecimiento del diagndstico el cual se realiza en base a la citomorfologia e
inmunofenotipo de las células leucémicas, procedimientos que son realizados a cargo del

Servicio de Oncohematologia.
CRITERIOS DE INCLUSION:

- Casos con diagnostico de LLA de tipo B de nuevo diagnostico.

- Muestras cuya calidad del acido ribonucleico permita la amplificacion del gen de
GAPDH (gen constitutivo control) al menos a partir de 25 ciclos.

- Que se tengan los datos de la presencia de translocaciones, asi como la
clasificacion de riesgo de cada uno de los casos.

- Que se cuente con el seguimiento clinico de los pacientes al menos hasta terminada

la fase de induccién a la remision.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

- Aquellas muestras que no correspondan al diagnéstico de LLA de tipo B de nuevo
diagndstico.

- Casos en los que se haya iniciado el tratamiento antitumoral antes de la toma del
Aspirado de médula Osea.

- Casos en los que no se cuente con los datos clinicos necesarios.

LINEAS CELULARES

En este proyecto se llevo a cabo la estandarizacion de la deteccion de los componentes de la
via de SHH (PTC-1, GLI-1, GLI-2, GLI-3 y BMI-1) a partir de lineas celulares que se
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encuentran disponibles en nuestro grupo de investigacion. Inicialmente se realizé un PCR
en condiciones basales (1.8 mM de MgCI, a 54°Cpara seleccionar aquellas lineas que
expresaron el RNAm de cada uno de los componentes de SHH.

METODOS

PURIFICACION DE LEUCOCITOS DE MUESTRAS DE ASPIRADO DE MEDULA
OSEA Y/O SANGRE PERIFERICA DE PACIENTES CON LEUCEMIA
LINFOBLASTICA AGUDA Y MUESTRAS CONTROLES

A partir de las muestras de MO, se purificd la poblacion leucocitaria. Para esto se
utilizaron 200 uL de AMO o sangre periférica a los cuales se les adicion6 3 mL de
Solucién de Lisis de Eritrocitos 1X a 4 °C. Esta se homogeneizd por inversion por un
lapso de 2 min y se incubd a 25° C por 5 min. La solucién 1X se prepar6 a partir de una
Solucién Stock de Lisis de Eritrocitos 10 X (NH4CI, 1.5 M; NaHCO3, 100 mM; EDTA,
10 mM; pH 7.4). Posteriormente, la muestra se centrifugé a 300 g por 5 min a 25° C,
transcurrido este lapso se retird la fase acuosa cuidando de no despegar la pastilla celular
del fondo del tubo. La pastilla celular se lavé dos veces en volimenes variantes entre 2 y
5 mL de medio RPMI a 37 dependiendo del tamafio de la pastilla celular y
posteriormente se centrifugo a 300 g por 5 min a 25° C. Después, se solubilizé una vez
mas la pastilla celular a 37°C con volumenes diferentes (500 pL a 5 mL) de medio RPMI

de acuerdo con el tamafio de la pastilla celular.

Para determiar del rendimiento celular y viabilidad del proceso de purificacion de
leucocitos se tomo una alicuota de 10 pL de la suspension celular y se mezclé con 10 pL
de solucién de azul de Tripano 0.4% (Gibco®, Life Technologies; USA). Posteriormente,
se realiz6 el conteo de las células con ayuda de una camara de Neubauer. En este paso se
realizo el conteo de las células refringentes (células vivas) y las células “azules” (células
muertas) presentes en los 4 cuadrantes externos de la camara, asi como en el cuadrante

central.
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DETECCION DE LA PRESENCIA Y ACTIVACION DE LA VIA DE
AUTORRENOVACION SONIC HEDGEHOG EN PACIENTES CON LEUCEMIA
LINFOBLASTICA AGUDA

EXTRACCION DE ARN TOTAL DE LEUCOCITOS DE MUESTRAS DE ASPIRADO
DE MEDULA OSEA Y/O SANGRE PERIFERICA DE PACIENTES CON LEUCEMIA
LINFOBLASTICA AGUDA.

Posterior a la purificacion de leucocitos de AMO y/o SP, estos se lisaron de 5 millones a
10 millones de muestras en 1 mL de Trizol® Reagents (Ambion®; Thermo Fisher
Scientific Inc., EUA), prosiguiendo a disgregar adecuadamente la pastilla celular,
homogeneizando inmediatamente con ayuda de un Vortex a méxima velocidad, hasta no
observar ningan grumo, esto se realiz0 muestra por muestra. Posteriormente previo

etiquetado se guardo el lisado a - 80° C hasta su uso.

Para la extraccion de ARN total se empled el método de Guanidinio-Tiocianato-Fenol-
Cloroformo. Para lo cual las muestras de leucocitos lisados en Trizol® Isolation Reagents
(Ambion®; Thermo Fisher Scientific Inc., EUA) se descongelé en hielo de agua. Posterior
al descongelamiento, los lisados se homogenizaron con ayuda de un Vortex a méaxima
velocidad por 2 min, y se agregé por cada mililitro de Trizol® Isolation Reagents
(Ambion®; Thermo Fisher Scientific Inc., EUA), 200 pL de Cloroformo (100% v/v) (J. T.
Baker; Avantor Performance Materials, EUA), el total se mezcla vigorosamente por
inmersion durante 15 segundos y se incubaron a 25° C durante 3 min. El total se mezcld
vigorosamente por inversion y se incub6 por 3 min a 25° C. El contenido se centrifugé a
12 000 g durante 15 min, se transfirié la fase acuosa a un tubo nuevo y posteriormente se
agregd por cada mililitro inicial de Trizol® Isolation Reagents (Ambion®; Thermo Fisher
Scientific Inc., EUA), 500 pl de Isopropanol (100 %v/v), (J.T. Baker; Avantor
Performance Materials, EUA) a 4° C, se homogenizé con ayuda de un Vortex a maxima
velocidad durante 30 segundos y se incubd durante 18 hrs a -20° C, esto con el fin de

precipitar la mayorcantidad de ARN posible.

Posteriormente, las muestras se centrifugaran a 12 000 g por 10 min y se retird la fase
acuosa. La pastilla de ARN fue lavada con 1 mL de EtOH (75% v/v) (EMSURE®; Merck
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KGaA, Alemania) a 4° C, para lo cual se emple6 un Vortex a maxima velocidad.
Subsecuentemente se centrifugd a 7500 g por 5 min a 4° C, se retird la fase acusa y se
coloco el tubo boca abajo sobre una servilleta de papel, con el fin de eliminar el exceso de
EtOH, posteriormente se cubrié la boquilla del tubo con papel Parafilm y con ayuda de una
aguja se realizé pequefias perforaciones en el mismo, para finalmente dejar secando la
pastilla a 37°C en una incubadora por 15 min. Una vez transcurrido este lapso, se retiré el
papel Parafilm del tubo y la pastilla se disolvié de acuerdo con el rendimiento con 20 pl a
80 pL agua Milli Q estéril filtrada y se homogenizé por 2 min con ayuda de un Vortex a
maxima velocidad. Una vez disuelta la pastilla, se incub6 en un bafio seco a 60° C por 10

min y posteriormente en hielo de agua por el mismo tiempo.

Los ARNSs fueron almacenados a -80° C hasta su uso.

TRATAMIENTO CON ADNsa | PARA LA ELIMINACION DE ADN GENOMICO

El ARN total se sometio atratamiento enzimatico para la degradacion del ADN, empleando
la enzima DNase | (Fermentas; Thermo Scientific, EUA). Para lo cual a cada muestra de
ARN total le serd incorporada la solucion de degradacién de DNA, el cual consiste en 1 X
de Buffer de Reaccién 10 X (Thermo Scientific, Thermo Scientific, EUA), 5 U de enzima
DNase | libre de ARNasas (Thermo Scientific, Thermo Scientific, EUA) en un volumen
final de 100 pL que sera aforado con agua Milli Q estéril filtrada. Posteriormente se
homogeniz6 en Vortex a maxima velocidad y se centrifugo por 5 segundos en una
minufuga, para finalmente dejar la reaccion incubando a 37° C por 30 min, transcurrido el

tiempo se detuvo la reaccion inhibiendo la actividad de la DNase | (Thermo Scientific,
Thermo Scientific, EUA) agregando Trizol® RNA Isolation Reagents (InvitrogenT'\/I

LifeTechnoIogiesTM, USA) a la reaccion en una proporcion de 3:1 Trizol: Mezcla de
reaccion. Posteriormente se prosiguid la metodologia empleada para la extraccion de ARN

total con Trizol® RNA Isolation Reagents (InvitrogenT'VI LifeTechnoIogiesTM, USA)

ajustando los volimenes de los reactivos.

DETECCION DE LA PRESENCIA DE CONTAMINACION DE ADN GENOMICO EN
EL ARN TOTAL
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Se emplearé la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en ingles)
en punto final para identificar las muestras de ARN que estaban contaminadas con ADN
gendmico. Para lo cual se prepar6 una solucion de PCR al 1 X de Solucién Amortiguadora
10 X (100 mM Tris-HCI pH 8.4; 500 mM KCI; 100 pg/ml gelatina, 1.5 mg/ml BSA; 1%
Triton X 100) (Biotecmol, Biotecnologias Moleculares S. A. de CV; México), 0.2 mM de
dNTPS al 10 mM (InvitrogenTM, Life technologies; EUA), 0.002 pg/ul de cada
oligonucleodtido al 0.1 pg/uL disefiados para la deteccion del gen constitutivo GAPDH y 3.0
mM MgCI2 (Biotecmol, Biotecnologias Moleculares S. A. de CV; México), 2.5 U de la
enzima Amplificasa® (Biotecmol, Biotecnologias Moleculares S. A. de CV; México), 1.5
puL de ARN total, en un volumen de reaccion final de 25 pL. En este procedimiento se

empleara como control positivo 1.5 pL ADN genomico de leucocitos y 1.5 pL de agua

Milli Q esteril filtrada, como control negativo.

Para llevar a cabo la reaccion se empled un termociclador Multigene Optimax (Labnet
International Inc; EUA), para la amplificacion del gen constitutivo que codifica para la
Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH); con las condiciones indicadas a

continuacion:

Tabla 3. Condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa usados para GAPDH

Condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa usados para GAPDH

Tamafio de
Tm de
producto [MgCI2] ) ) Control
- Alineamiento
amplificado
307 pb 1.8 mM 62°C AND/ADNCc
Condiciones del programa para la reaccién en cadena de la polimerasa
Fase Temperatura Tiempo
Inicio 94°C 5 min
Desnaturalizacion 94°C 30 seg

_ _ De acuerdo con el disefio
Alineamiento 30 seg
de cada par de
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oligonucle6tidos
Extension 72°C 30 seg

Elongacion final 72°C 10 min

La reaccion, se corrio de manera ininterrumpida hasta el ciclo 40.

Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis a 240 volts por 45 min en
geles de agarosa al 2% p/v disuelta en TBE (del inglés Tris-Borate- EDTA) 0.5 X con
0.015 mg de Bromuro de Etidio; cargando en cada pozo del gel 9 pL de productos de PCR
y 3 pL de solucidn de carga (0.25 % Azul de bromofenol; 0.25% Xilencianol, disueltos en
Urea 10 M). Se empled el marcador de peso molecular GeneRuler 50 bp DNA Ladder
(Thermo Scientific, EUA) como referencia para la identificacion de los productos de PCR
en el gel.

Posterior al corrimiento electroforético se usé el transiluminador LMS-26 UV Benchtop
UV (UVP®; EUA) a 302 nm de longitud de onda, para la visualizacion de las bandas de
los productos de amplificacion, las imagenes se adquirieron y procesaron con el
programa BioDoc-1t 220 (UVP®; EUA) en formato tiff.

Corroborada la eliminacion del DNA de las muestras de RNA estas se cuantificaron
usando el equipo Bio Drop, para determinar a partir de 1 uL de ARN su absorbancia a 260
nm, asi mismo se empleé como indicador de la pureza de las muestras la relacion de
absorbancia de 260 nm/280 nm: la cual indica la presencia de proteinas, fenol u otros
contaminantes que presentan resonancia cerca de 280 nm, presentes en la muestra, bajo
este andlisis muestras con una relacion de absorbancia de 260 nm/280 nm préximas de 1.8
a 2, son consideradas como muestras puras; y la relacion de absorbancias de 260 nm/230
nm, como un indicador de la presencia de contaminantes como iones fenolato, tiocianatos
y otros compuestos organicos que presentan resonancia a 230 nm, teniendo en
consideracion lo anterior, muestras con relacion de absorbancia de 260 nm/230 nm que
presenten valores de entre 2 a 2.2, son consideradas muestras de adecuada pureza.

Posterior a su cuantificacién los ARNSs seran almacenados a -80° C hasta su uso.

EVALUACION DE LA INTEGRIDAD DE ARN TOTAL POR ELECTROFORESIS:
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Para visualizar la integridad del ARN total de aquellas muestras que contengan al menos 5
Hg de ARN, se empleard la técnica de electroforesis &cida, usando un gel de condiciones
desnaturalizantes de agarosa-urea-acido citrico. Los geles se preparardn a una
concentracion de 1.5 % p/v de agarosa (BioRad, EUA) disuelta en Urea 10 M (60 % Vv/v)
(US Biological, EUA), Acido citrico 0.25 M pH 3.5 (J.T. Baker, Avantor Performance
Materials, EUA) (10 % v/v) y aforado al volumen deseado con agua Milli Q estéril. Para la
separacion electroforética, se usard 1 pug o en su defecto 10 uL de muestra de ARN el cual
sera homogeneizado en 10 pl de Azul de Bromofenol/Urea 10 M tras una incubacion por
10 min en bafio seco a 65° C, posteriormente seran colocados en hielo deagua por el mismo
tiempo, para después proseguir a colocar los 20 uL totales en los pozos correspondientes
previo montaje del gel en la camara de electroforesis. Como solucion de corrida se
empleara Acido citrico 0.25 M pH 3.5 (10% v/v) (J.T. Baker, Avantor Performance
Materials, EUA). El corrimiento electroforético se realizara empleando un voltaje de 80 V

por un tiempo de 45 min.

Para la visualizacion del ARN se tefiira el gel con Bromuro de Etidio 1 X por 3 min, se
retirard el excedente de Bromuro de Etidio y se visualizara el gel en el transiluminador
LMS-26 UV Benchtop UV (UVP®; EUA) a 302 nm de longitud de onda, las imagenes se
computaran y procesaran con el programa BioDoc-1t 220 (UVP®; EUA).

SINTESIS DE ADN COMPLEMENTARIO (ADNc)

Se usaron 1 pg de ARN total libre de ADN o en su defecto el volumen méaximo permitido
(11.2 pL) para muestras muy diluidas; por reaccion como templado para la sintesis de
ADNCc; para tal procedimiento el ARN se incubara durante 5 min a 65° C en bafio seco,
transcurrido el tiempo se homogenizara con ayuda de un Vortex a maxima velocidad por
30 segundos; posteriormente se centrifugara en minifuga por 30 segundos y se colocara en

hielo de agua. A la par, se preparara la mezcla para la reaccion de sintesis que contiene por

1 pg de ARN total, 0.001 M de DTT al 0.1 M (InvitrogenTM, Life Technologies; EUA),
2.6 mM de Random Primer 10 mM (Unidad de Secuenciacion y Sintesis del Instituto de

Biotecnologia, UNAM; México), 0.5 mM de dNTPs al 10 mM (InvitrogenTM, Life
Technologies; EUA), 1 X de Buffer Firts Strand 5X (InvitrogenTM, Life technologies;
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EUA), 100 U de la enzima reverso transcriptasa M-MLV a 200 U /uL (InvitrogenTM,
Life technologies; EUA), en un volumen final de 30 pL por reaccion. Previa
homogenizacion en Vortex a maxima velocidad por 10 segundos y centrifugacion en
minifuga por 10 segundos, se adicionaran 27 pL de la mezcla de reaccion de sintesis de
ADNCc a cada tubo se le afiadiran 3 pL de ARN que se empleard como templado, esto para
cubrir el volumen total de la reaccion de 30 pL. Finalmente se homogenizara en Vortex
por 10 segundos y se centrifugard en minifuga por el mismo tiempo, para posteriormente
colocar los tubos en bafio seco a 37° C por 1 h.

Transcurrido este tiempo, se colocaron las muestras en hielo de agua o bien se guardaran a

-20° C hasta su uso.

EVALUACION DE LA INTEGRIDAD DEL ADN COMPLEMENTARIO (ADNCc)

Se evalud la integridad del ADNCc sintetizado a través de la amplificacion del transcrito

del gen GAPDH mediante PCR en curva de ciclos.

Para cual se empled una solucion de reaccion de PCR, que contendrd 1 X de Solucion
Amortiguadora 10 X (100 mM Tris-HCI pH 8.4; 500 mM KCI; 100 pg/ml gelatina, 1.5
mg/ml BSA; 1% Triton X 100) (Biotecmol, Biotecnologias Moleculares S. A. de CV;

México), 0.2 mM de dNTPS al 10 mM (InvitrogenTM, Life Technologies; EUA), 0.002
pg/ul de cada oligonucledtido al 0.1 pg/pL y una concentracion final de 3.0 mM de
MgCI2 (Biotecmol, Biotecnologias Moleculares S. A. de CV; México), 2.5 U de la enzima
Amplificasa® (Biotecmol, Biotecnologias Moleculares S. A. de CV; México) y como
templado 3 puL de ADNCc, en un volumen total de 50 pL para cada reaccion, aforando a

dicho volumen con agua Milli Q estéril filtrada.

Para la realizacion de la PCR se emple6 el termociclador Multigene Optimax (Labnet
International Inc; EUA). La reaccion se corrio de manera ininterrumpida hasta el ciclo 20,
posterior a este ciclo se tomaron 9 uL de la reaccién de PCR de cada tubo los cuales se
colocaron en un tubo nuevo y se guardaron a 4° C hasta su uso, se continua con el
programa de PCR interrumpiendo la reaccion cada 5 ciclos hasta llegar a 40 ciclos,

tomando en cada ocasion 9 pL del volumen de la reaccion.
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Finalmente, los productos de PCR se visualizaron mediante la técnica de electroforesis en
geles del 2% p/v de agarosa licuada en TBE (Tris/Borate/EDTA) 0.5 X con 0.015 mg de
Bromuro de Etidio. En todos los casos se empled el marcador de peso molecular
GeneRuler 50 bp DNA Ladder (Thermo Scientific, EUA), la electroforesis se realizé a
240 volts por 45 min. Posterior al corrimiento electroforético se empleo el transiluminador
LMS-26 UV Benchtop UV (UVP®; EUA) a 302 nm de longitud de onda, para la
visualizacion de las bandas de los productos de amplificacion, las iméagenes se adquirieron
y procesaron con el programa BioDoc-It 220 (UVP®; EUA) en formato tiff.

REACCION DE REVERSO TRANSCRIPTASA ACOPLADA A LA REACCION EN
CADENA DE LA POLIMERASA (RT-PCR) EN MUESTRAS DE LEUCEMIA
LINFOBLASTICA AGUDA

Se llevo a cabo el andlisis de los oligonucledtidos mediante el programa Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), MFEprimer-2.0

(http://biocompute.bmi.ac.cn/CZlab/MFEprimer-2.0/) y Sequence Manipulation Suite:
PCR Primer Stats (http://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html); en

busqueda de que las secuencias cumplieran las siguientes caracteristicas:

Tabla 4. Caracteristicas para el disefio de oligonucleétidos

PARAMETRO CARACTERISTICAS

oligoncledtico 18- 25 po
% GC 30-60
™ Optima de 58-60° C,. la Tm de cada oligonucleétido no
deben de variar més de 2° C entre ellas.
Producto de PCR 50-150 pb

Adicionalmente, se disefiaron evitando la complementariedad de los oligonucle6tidos
consigo mismos, asi como entre ellos. Evitando que los extremos 3" presenten empalme
sobre si mismos, el valor del duplex fue menor de -5.5 kcal/mol; si el empalme se encontro
en los extremos 57, el valor estuvo entre -5.6 y -8.0 kcal/mol, evitando también la

formacion de horquillas con valor mayor de -8 kcal/mol y por Gltimo se omiti6 la presencia
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de G/C en el extremo 3", asi como la existencia de tres 0 mas G/C contiguas en el
oligonuclettido. Finalmente, se buscaron posiciones para los oligonucleédtidos que
permitieran amplificar el gen de interés, asi como sus variantes en caso de poseerlas. Una
vez que fue comprobado que dichas secuencias cumplieron con las caracteristicas
previamente indicadas, se procedio a su sintesis. Dichos oligonucleétidos fueron disefiados

bajo las especificaciones de gPCR para ser empleados posteriormente en esta técnica.

Una vez que se contd con los oligonucledtidos se realizo la busqueda de tejidos o lineas
celulares empleados como controles positivos para los genes blanco PTC1, GLI-1, GLI-2,
GLI-3, SMO y SHH. La primera fuente fueron las lineas celulares con las que se cuenta en
nuestro grupo, para lo cual se evalu6 bajo condiciones de baja temperatura y una
concentracion estandar de magnesio, con el fin de estandarizar posteriormente los
oligonuclettidos para dichos genes en una curva de concentracion de temperatura y
magnesio. En la busqueda de dichos controles se realiz6 la extraccion de RNA, se evaluo la
calidad e integridad del RNA de las diferentes lineas celulares con las que se cuenta en
nuestro grupo, se obtuvieron muestras sin contaminacion de genémico a través de la
deteccion del transcrito de GAPDH. Finalmente, se seleccionaron los RNAs de la calidad
mas aceptable y de mejor integridad para realizar la sintesis de. De los cDNAs sintetizados
se realizd la evaluacion de su capacidad para amplificar un gen constitutivo, empleando

para ello GAPDH, mediante un PCR punto final con curva de ciclos de la amplificacion.
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Figura 13. Evaluacion de la calidad de cDNA de diversas lineas celulares

Como se observa en la figura 13, fue posible la deteccion del producto de amplificacion que
codifica para GAPDH en los cDNAs sintetizados, esto desde el ciclo 20, y van en
incremento de acuerdo con los ciclos tardios, con la excepcién del cDNA elaborado a partir
del RNA de la linea celular SH-SY5Y, lo que muestra poca cantidad de cDNA. el resto de
las muestras presentan un comportamiento esperado de un cDNA de buena calidad. Por lo
que se puede concluir que los cDNAs sintetizados tienen la capacidad de amplificacion
necesaria para ser utilizados como muestras potenciales para la estandarizacion de los genes

que componen la via de SHH.

De acuerdo con lo antes mencionado se llevo a cabo la identificacion de las lineas que
pudieran tener la capacidad de detectar alguno de los genes involucrados con la via de
sefializacion de SHH, como son: PTC1, GLI-1, GLI-2, GLI-3 y BMI-1 mediante un PCR

punto final en condiciones basales (véase Figura 14 para el caso de PTC-1 como ejemplo).
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Figura 14. Identificacion de lineas celulares para estandarizacion de la deteccion del transcrito de PTCL. La reaccion de
PCR se llevo a 40 ciclos, los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 2.5 % en TBE 0.5 X. Se tifieron con
bromuro de etidio y se tomd una foto en un fotodocumentador. Primer carril marcador de peso molecular; segundo carril
control negativo, agua mili Q. El resto de los carriles se indica en la parte superior la linea celular evaluada. El producto
esperado para PTC es de 133 pares de bases (pb)

Acorde a los resultados obtenidos en la figura 14, la linea celular HELA presentd un
producto de amplificacion del tamafio acorde al amplicon esperado para el gen PTC1,la
banda obtenida presenta una intensidad aceptables para ser utilizada para estandarizar la
reaccion de PCR, de la misma forma se seleccionaron las lineas celulares que pudieran ser
empleadas para estandarizar el resto de los marcadores: para GLI-1 fue seleccionada la
linea celular A549, para GLI-2 la linea celular MCF-7, GLI-3 la linea celular HELA vy para
BMI-1 la linea celular HELA.

Una vez identificada la linea celular que presenta la expresion del marcador, y que podria
ser empleado como muestra para la deteccion del transcrito de dichos genes, se procedié a
determinar las condiciones dptimas de amplificacion con respecto a temperatura y
concentracion de magnesio, para lo cual se realiz6 una curva de temperatura y

concentracion de MgCl» (véase la figura 15 para el caso de PTC-1 como ejemplo).
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Figura 15. Curva de temperatura y concentracion de MgClz, para la estandarizacion de oligonucleétidos correspondientes
al gen PTC-1 (130 pb), en los rectdngulos rojos podemos encontrar las dos condiciones de temperatura y concentracion de
MgCla,.
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Como se puede apreciar conforme se aumenta la concentracion de magnesio hay una
disminucion en la cantidad de producto generado, observando que la mejor amplificacion
se presento con las concentraciones de magnesio de 0.5, 1 y 1.5 mM. En lo que respecta a
la temperatura se empled un rango que va de 54 °C a 66 °C, se puede observar que a bajas
temperaturas (54 a 58 °C) es posible detectar productos de amplificacion no especificos
(productos de un tamafio diferente al esperado), por otra parte también se observan dimeros
de primer (productos aproximados de entre 50 a 70 pb), teniendo en cuenta estas
observaciones se escogieron dos temperaturas con el menor nimero de productos
inespecificos y dimeros de primer. Para el caso de PTC-1, se selecciono la condicién de
66.9 °C con una concentracion de MgCl. de 0.5mM asi mismo, la temperatura de 65.6°C
con una concentracion de 1.5 mM de MgCl.. Para demostrar cual podria tener la més alta
sensibilidad se procedio a realizar la amplificacion de PTC 1 con dichas condiciones bajo
un PCR semicuantitativo (realizdndolo a diferentes ciclos de amplificacion). Este mismo
procedimiento se realizdé para el restante par de oligonucleétidos, asi las condiciones
seleccionadas para detectar los transcrito de GLI-1, GLI-2 y GLI-3 se muestran en la Tabla
5.

Tabla 5. Condiciones elegidas para la reaccion en cadena de la polimerasa usados para cada par de oligonucleétidos.

CONDICIONES ELEGIDAS PARA LA REACCION EN CADENA DE LA

POLIMERASA USADOS PARA CADA PAR DE OLIGONUCLEOTIDOS

RNAmdegen  Tamafiode @~ [MgCl2] @ Tmde  Control
amplificado producto alineamiento
amplificado
PTC-1 133 pb 15mM 65.6°C A|5)||5\I|f :e
GLI-1 262 pb 0.5m M 57.2°C ADNC de
GLI-2 76 pb 0.5mM 54.6° C £\Dc de
GLI-3 103 pb 25mM 54°C ADNc de
BMI-1 105 pb 15mM 54°C ADNc de

Para cada muestra que se emple6 para detectar los marcadores, se realizé una mezcla de
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reaccion de PCR, que contenia 1 X de Solucién Amortiguadora 10 X (100 mM Tris-HCI
pH 8.4; 500 mM KCI; 100 pg/mL gelatina, 1.5 mg/ml BSA; 1% Triton X 100)
(Biotecmol, Biotecnologias Moleculares S. A. de CV; México), 0.2 mM de dNTPS al 10
mM (InvitrogenTM, Life Technologies; EUA), 0.002 pg/uL de cada oligonucle6tido al
0.1 pg/pL, la concentracion de MgCl2 (Biotecmol, Biotecnologias Moleculares S.A. de
C.V.; Mexico), fue ajustada de acuerdo a los requerimientos de cada par de
oligonucleodtidos, PTC-1, GLI-1, GLI-2 y GLI-3; 2.5 U de la enzima Amplificasa®
(Biotecmol, Biotecnologias Moleculares S. A. de CV; México) y como templado 1.5 pL
de ADNCc, en un volumen total 25 pL para el caso de RT-PCR punto final y 3 pL para un
volumen de 50 pL para el caso de RT-PCR punto final en curva de ciclos y aforando a

dichos volumenes con agua Milli Q estéril filtrada.

Como controles positivos se emplearon, 1.5 y 3 pL de ADNc de las lineas celulares
MCF7, HELA y A549, de acuerdo con lo establecido para cada gen y al volumen final de
la reaccion; y como controles negativos de 1.5 pL y 3 pL de la reaccion sobrante de la
mezcla general para la sintesis de ADNc y agua Milli Q filtrada de acuerdo con el
volumen final de la reaccidn. La reaccion de PCR se realiz6 en el termociclador Multigene
Optimax (Labnet International Inc; EUA), con las condiciones indicadas para la
amplificacion de cada gen de interés.

Los productos de PCR se visualizaron mediante la técnica de electroforesis en geles del
2% al 3% p/v de agarosa disuelta en TBE (Tris/Borate/EDTA) 0.5 X con 0.015 mg de
Bromuro de Etidio. En todos los casos se emple6 el marcador de peso molecular
GeneRuler 50 bp DNA Ladder (Thermo Scientific, EUA), la electroforesis se realiz6 de
120 a 240 volts por 45 min. Posterior al corrimiento electroforético se empled el
transiluminador LMS-26 UV Benchtop UV (UVP®; EUA) a 302 nm de longitud de onda,
para la visualizaciéon de las bandas de los productos de amplificacion, las imagenes se
computaron y procesaron con el programa BioDoc-It 220 (UVP®; EUA). Todos los
anteriores seran empleados para evaluar la presencia y expresion de la via de SHH por
medio de la técnica de RT-PCR en curva de ciclos.

ANALISIS DENSITOMETRICO:

A partir de las imagenes obtenidas se realizo la densitometria primeramente de GAPDH de
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cada uno de los casos esto a través del programa Image lab, se realizé el ajuste del fondo de
cada una de las imégenes obtenidas para tener un valor fidedigno de la banda en la
medicion de densidad oOptica (D.O). Del analisis de los valores de GAPDH se busco el ciclo
con D.O mas homogénea para hacer el ajuste de cada uno de los genes y tener los valores
de deteccion en D.O.

Se realiza la normalizacion de dichos valores empleando el programa de Excel mediante la
siguiente estrategia:

El valor de GAPDH en D.O de cada caso se utiliz6 como referencia para normalizar el
valor de DO. obtenido en cada uno de los genes detectados, de la siguiente forma: las D.O
obtenidas en los genes analizados se dividiran entre el valor obtenido en el gen de
referencia.

Con respecto al valor normalizado obtenido y en relacion con el valor de referencia
GAPDH se establece nivel bajo de deteccion cuando la deteccion va desde 0.1 hasta el
valor de referencia y deteccion alta cuando se obtuvo un valor superior al valor de
referencia en GAPDH.

Dichos resultados fueron empleados para realizar el analisis de supervivencia.

RECOPILACION DE INFORMACION CLINICA DE PACIENTES CON LEUCEMIA
LINFOBLASTICA AGUDA

Los datos clinicos de cada paciente que fueron incluidos en este estudio se recopilaron a
partir de la informacidén y reportes presentes en la base interna de control de informacién
del INP.

Los parametros que fueron recopilados al momento del diagnostico fueron: edad, sexo,
conteo de blastos en medula 6sea (MO), tipo de leucemia de acuerdo con el grupo FAB,
Inmunofenotipo, presencia y tipo de translocaciones y estratificacion.

Parametros recopilados a los 29 dias de tratamiento, conteo de blastos por BH y en MO,

Inmunofenotipo, conteo de blastos por CF.

Toda la informacion se recopilara en una base de datos creada en Microsoft Excel version

2013, en donde el nombre del paciente se mantiene oculto.
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ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

Para llevar a cabo el analisis de supervivencia se empleo el programa SPSS para el cual se
construyd una tabla de variables a analizar y posteriormente se llevé a cabo el analisis de
supervivencia por medio de Kapplan Meier obteniendo asi las graficas de supervivencia
global en funcidn de las variables de presencia de translocaciones, clasificacion de riesgo y
respuesta a la induccion a la remisién, posteriormente se realizé la supervivencia global a
partir de la deteccion de cada uno de los componentes de la via propuestos a analizar en
este estudio.

En funcién de los resultados obtenidos se establecieron dos grupos de deteccion que se
establecieron en funcion del impacto en la supervivencia. Y por Gltimo en funcion de estos
grupos se realizd el analisis de supervivencia ajustado a la respuesta a la induccion a la

remision.
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RESULTADOS
La leucemia linfoblastica aguda es la neoplasia mas frecuente en infantes y representa una
de las patologias de mayor impacto. Gracias a que en las Gltimas décadas se han logrado
avances significativos en su tratamiento, asi como en la adecuada estadificacion de riesgo
del paciente, se ha logrado que en paises desarrollados los porcentajes de sobrevida libre de
eventos de recaida alcance a los cinco afios cerca del 80%. En México, este porcentaje no
ha podido ser alcanzado, ya que la supervivencia global a los 4 afios se encuentra alrededor
del 65%, mientras. Ademas, el 30% de los nifios que la padecen fallecen por causas
relacionadas con la patologia o su tratamiento. Por lo anterior, es necesario comprender los
mecanismos que participan en la transformacion, lo que permitira proponer moléculas
blanco que puedan ser empleadas como receptores farmacol6gicos, o su empleo como
biomarcador, lo que permitird establecer diagnosticos y pronosticos mas precisos,
tratamientos mas selectivos y disminuir en la proporcion de pacientes que experimenta una

falla terapéutica.

DETECTAR LA ACTIVACION DE LA VIA DE SENALIZACION DE SHH,
MEDIANTE LA PRESENCIA DEL RNAmM DE SUS GENES BLANCO PTC-1, GLI-
1y BMI-1.

Algunos de los mecanismos de transformacién identificados en las células presentes en los
casos de falla terapéutica, son elementos que permiten la sobrevivencia a la quimioterapia,
y concuerdan con algunos rasgos caracteristicos reportados para las células troncales, por lo
que se ha propuesto que las células que participan en la generaciéon de las poblaciones
celulares presentes en las leucemias son CTHLs; los mecanismos de transformacion
favorecen alteraciones en su capacidad de respuesta a los estimulos de proliferacion,
diferenciacion, supervivencia y presencia de transportadores ABC. Dicha poblacion celular
presenta aberraciones en la expresion de oncogenes, factores de crecimiento, receptores o
ligandos involucrados en el control de la proliferacidn, sobrevivencia o diferenciacion del
linaje del SH.

En los Gltimos afios se ha reportado que las CTHLs presentan heterogeneidad en cuanto a la
capacidad para repoblar y regenerar la leucemia, lo cual ha propuesto la existencia de

distintas clases de CTHLs con diferente capacidad de autorrenovacion, lo que sugiere, que

51



las vias que regulan los procesos normales de diferenciacion y autorrenovacion en celulas
hematopoyéticas no estan completamente inactivas en las CTHLs, como lo puede ser el
caso de la via de SHH, la cual se encuentra involucrada en procesos de proliferacion,
autorrenovacion, sobrevivencia y angiogénesis, misma de la cual se han reportado ya
mecanismos de sobre activacion ocasionados por mutaciones, demostrado en mas del 90%
de los carcinomas de células basales y en el 30% de los meduloblastomas de adultos, por lo
anterior resulta de interés conocer si esta via se encuentra expresada en la LLA de tipo B.

En el presente proyecto se trabajo con un banco de muestras de ARN total de leucocitos de
30 muestras de medula 6sea de pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda del INP. De
las cuales se cuantificaron y evaluaron por espectrofotometria 26 muestras libres de ADN,
mismas que fueron empleadas como templado para la sintesis de ADNCc, de los cuales se
llevd a cabo la evaluacién de su capacidad de amplificacion mediante el uso del gen

constitutivo que codifica para la Gliceraldehido-3-Fosfato Deshidrogenasa (GAPDH).

Para demostrar la activacion de la via de sefializacion de SHH se llevo a cabo el disefio de
diversos pares de oligonucledtidos y su estandarizacién mediante RT-PCR para la
deteccion del transcrito de los genes blanco PTC-1, GLI-1 y BMI-1, asi como los

componentes de la via SHH, GLI-2, GLI-3 en las 26 muestras a ser analizadas (figura 16).
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Figura 16. Deteccion de los componentes de la via de SHH, PTC-1, GLI-1, GLI-2, GLI-3 y BMI-1 en muestras de ND
de LLA-B. Deteccion de los componentes de la via de SHH, PTC-1, GLI-1, GLI-2, GLI-3 y BMI-1 en muestras de ND de
LLA-B. Carril 1 evaluacion de GAPDH, carril 2 deteccion de PTC-1 por ciclos, carril 3 deteccion de GLI-1 por ciclos,
carril 4 deteccion de GLI-2 por ciclos, carril 5 deteccion de GLI-3 por ciclos, carril 6 deteccion de BMI-1 por ciclos.

Para realizar el andlisis se llevd a cabo la densitometria de la deteccion del gen de
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referencia GAPDH con la finalidad de elegir el ciclo que resultara tener una deteccién mas
uniforme entre todos los casos analizados, el cual result ser el ciclo 30 con un valor
promedio de 1.33 densidades Opticas (Figura 17), tomando como referencia el valor de
GAPDH de cada caso se normalizd la deteccion del gen PTC-1, GLI-1 y BMI-1.
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Figura 17. Deteccion de los componentes de la via de SHH, PTC-1, GLI-1, GLI-2, GLI-3 y BMI-1 en muestras de ND
de LLA-B. Deteccién de los componentes de la via de SHH, PTC-1, GLI-1, GLI-2, GLI-3 y BMI-1 en muestras de ND de
LLA-B. Carril 1 evaluacion de GAPDH, carril 2 deteccién de PTC-1 ciclo 30, carril 3 deteccion de GLI-1 ciclo 30, carril
4 deteccion de GLI-2 ciclo 30, carril 5 deteccion de GLI-3 ciclo 30, carril 6 deteccion de BMI-1 ciclo 30.
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Con base en esta normalizacién se designaron valores de deteccidn nulos cuando la D.O de
la deteccidn de los genes blanco fuera 0, deteccion baja cuando el valor detectado en cada
caso superara el 0 y no alcanza el valor de D.O obtenido para GAPDH de dicha muestra y
deteccion alta cuando la deteccion del gen blanco supera la D.O obtenida por el gen de

referencia (GAPDH) (Tabla 6).
Tabla 6. Niveles de deteccion de genes blanco PTC-1, GLI-1y BMI-1.

MUESTRA | PTC-1 | GLI-1 | BMI-1
623 N B B

357 N B B
782 N B B
842 N A A
698 N N A
663 N B B
924 N B A
895 N B N
324 N B B
242 N B A
236 N B B
244 N B A
284 N B B
846 N B A
744 N B B
866 N B A
919 N B A
876 N B B
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826 N B A

147 N B B
117 N B B
603 N B B
981 N B B
629 N B B
131 N B B
522 N B B

N: deteccion nula; B: deteccion baja y A: deteccion alta.
Para establecer la proporcion global de casos que manifestaron dicha via activa, se
considero a todos los casos en los cuales se tenian valores bajos y altos, en la Tabla 7 se

expresa como porcentajes del total de las muestras.
Tabla 7. Deteccion de genes blanco PTC-1, GLI-1, BMI-1y los componentes GLI-2 y GLI-3 de la via de SHH en las 26

muestras de LLA-B de ND.
DETECCION EN MUESTRAS LLA-B ND (26)

PORCENTAJE
GEN DE
DETECCION
PTC-1 0%
GLI-1 96.15%
GLI-2 100%
GLI-3 100%
BMI-1 96.15%

Los resultados por RT-PCR indican que el 100% de las muestras presentan la via de SHH
activa considerando la deteccion de GLI-1, BMI-1 en las muestras analizadas las
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proporciones de deteccidn de los genes blanco y los factores de transcripcion GLI-2 y GLI-
3, lo que no sucede asi para el gen blanco y principal represor de la via de SHH PTC-1 el
cual no se detect6 en ninguno de los casos analizados. Por lo que es posible proponer que
las Leucemias Linfoblasticas Agudas B poseen un patron de expresion activador de la via

de SHH y que podria ser una del mecanismo de transformacion en la LLA B.

DATOS CLINICOS TRANSLOCACIONES, CLASIFICACION DE RIESGO Y
SEGUIMIENTO DE LA RESPUESTA TERAPEUTICA EN PACIENTES.

Para tener un mejor conocimiento del comportamiento clinico de los 26 casos de este
estudio se analizaron los datos clinicos y de seguimiento terapéutico, lo cual seria Gtil para
tenerlos de referencia para su posterior analisis en comparacion o correlacién con la

deteccion de los genes blanco y componentes de la via de SHH.

En cuanto a la manifestacion de translocaciones solo el 15% de los casos analizados las
presentan, siendo 2 casos para la translocacion 12:21 representando el 7.7% translocacion,
un caso para la 9;11 y también uno para la 9;22 lo que representa en frecuencia el 3.8%
(Figura 18). Lo que no permite establecer ninguna asociacion con la via de SHH por el

escaso humero.
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Figura 18. Estadistica de las translocaciones manifestadas en los casos analizados de LLA-B de
ND.
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En lo que respecta a la clasificacion por riesgo el 73.1% de los casos pertenecen a la

clasificacion de alto riesgo y 26.9% a riesgo habitual.

En lo que respecta a la respuesta a la fase de induccidn a la remisién el 84.6% de los casos
respondieron mientras que solo 4 casos que corresponden al 15.4% no tuvieron respuesta a
esta fase de tratamiento (Figura 19).
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Figura 19. Estadistica de la clasificacién de riesgo que presentan los casos analizados de
LLA-B de ND. AR: alto riesgo y RH: riesgo habitual.
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Figura 20. Estadistica de la respuesta a la fase de induccion a la remision (IR) en los casos
analizados de LLA-B de ND. N: sin respuesta y S: con respuesta.

58



EVALUAR SI HAY UNA ASOCIACION DE LA EXPRESION DE LOS GENES
BLANCO DE LA VIA DE SHH CON LOS DATOS CLINICOS OBTENIDOS EN
LOS PACIENTES CON LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA B DEL
INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

Para llevar a cabo el analisis de la asociacion de la expresion de los genes blanco y los
datos clinicos de translocaciones, riesgo y respuesta a la induccion a la remisién se elaboro
una grafica de supervivencia global, otra para cada una de estas variables y otras en funcién
de la deteccion del gen GLI-1 y BMI-1, en vista de que estos dos genes son los que se
toman como genes blanco principales. Los resultados obtenidos son los siguientes:

La supervivencia global de los casos analizados a los 82 meses de seguimiento es del 84%
(Figura 21) en contraste con esto tenemos la supervivencia que compete a la variable de
translocaciones, la cual debido a la baja frecuencia de translocaciones en los casos
analizados se obtiene una grafica de supervivencia global en la que los casos que presentan
cualquiera de las translocaciones (12;21, 9;22 y 9;11) tienen el 100% de supervivencia a los
54 meses (Figura 22).
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Figura 21. Gréfica de supervivencia global de los casos analizados de LLA-B de ND
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SG en funcion de translocaciones
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Figura 22. Gréfica de supervivencia global en funcion de translocaciones.

Debido a que la tendencia de la caida de la supervivencia es independiente a la presencia de
las translocaciones en los casos analizados, no existe una asociacion de su manifestacion
con la supervivencia. En cuanto a la clasificacion de riesgo la supervivencia global es del
100% a los 82 meses cuando el riesgo del paciente es habitual, mientras que hay una caida
en la supervivencia hasta el 74% a los 82 meses de seguimiento cuando los casos
pertenecen al grupo de alto riesgo; comportamiento que es de esperarse debido a la
agresividad que posee dicha patologia bajo la clasificacion de riesgo por parte del

Children’s Oncology Group (Figura 23).
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Figura 23. Gréfica de supervivencia global en funcion de la clasificacion de riesgo. AR: alto riesgo y RH: riesgo habitual.
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Para establecer una asociacion entre la via de Shh y el comportamiento clinico de los
pacientes de LLA-B, se evallo primero con la deteccion del gen blanco GLI-1, como se
observa en la grafica de Kaplan-Meier no se encuentra un desplazamiento de la curva
teniendo en mente el valor obtenido (100% a 82 meses) por impacto en dicho analisis, la
cual nos muestra los mismos valores que la grafica obtenida a partir de la variable

Unicamente (Figura 24).
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Figura 24. Gréfica de supervivencia global en funcion de la clasificacion de riesgo ajustada a la deteccion baja de GLI-1.
AR: alto riesgo y RH: riesgo habitual.

En cambio, al analizar la variable de riesgo frente a la deteccion obtenida del gen blanco
BMI-1 encontramos un incremento en la mortalidad cuando la deteccion del gen es alta,
con lo cual se alcanza un valor de 65% a los 82 meses, contra la deteccion baja de este gen
blanco que es del 74% a 54 meses (Figura 25 y 26), que es la del promedio de
sobrevivencia a los 5 afios del grupo total de alto riesgo que es de 74 %.
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SG en funcion del riesgo ajustada a la deteccion baja de BMI-1
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Figura 25. Supervivencia global en funcién de la clasificacion de riesgo ajustada a la deteccién baja de BMI-1. AR: alto
riesgo y RH: riesgo habitual.
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Figura 26. Supervivencia global en funcion de la clasificacion de riesgo ajustada a la deteccion alta de BMI-1. AR: alto
riesgo y RH: riesgo habitual.

Para el anélisis de la variable respuesta a la induccion a la remision se obtuvo que los
pacientes que tienen respuesta a esta fase del tratamiento poseen un 86% de supervivencia a
los 82 meses en contraste con los pacientes que no tuvieron respuesta a dicha fase cuya
supervivencia cae hasta un 50% a los 36 meses (Figura 27), lo cual estd de acuerdo con el

comportamiento del grupo.
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Figura 27. Gréfica de supervivencia global en funcién de la respuesta a la induccidn a la remision. No: sin respuesta a la
induccion a la remision y Si: con respuesta a la induccién a la remision.

Al analizar la variable de respuesta a induccion a la remision en funcion de la deteccion del
gen blanco GLI-1, se observa un comportamiento semejante a los obtenidos en la grafica de
supervivencia global en funcion de la respuesta a la induccién a la remision (Figura 28).

Por lo que es posible establecer que Gli-1 no presenta efectos sobre este comportamiento.
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Figura 28. Gréfica de supervivencia global en funcion de la respuesta a la induccion a la remision ajustada a la deteccion
baja de GLI-1. No: sin respuesta a la induccién a la remision y Si: con respuesta a la induccion a la remisién

Sin embargo, en lo que se refiere al analisis de dicha variable en funcién de la deteccion del
gen BMI-1 encontramos una tendencia entre la falla de induccion a la remision y la
deteccion alta, debido a que la supervivencia cae al 0% a los 6 meses de seguimiento en

contraste con la deteccion baja en la que también se encuentra un impacto en la
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supervivencia la cual fue del 50% a los 2 meses de seguimiento (Figura 29 y 30). Si bien
estos datos pueden ser estar influidos por el numero escaso de casos (n= 4 de no respuesta a
la IR y n= 22 de respuesta a la IR), si es posible decir que los niveles de BMI-1 tienen una
participacion en predecir una disminucion en la sobrevida de los pacientes en los primeros

12 meses de seguimiento.
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Figura 29. Grafica de supervivencia global en funcién de la respuesta a la induccién a la remisidn ajustada a la deteccién
baja de BMI-1. No: sin respuesta a la induccidn a la remision y Si: con respuesta a la induccion a la remision
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Figura 30. Gréfica de supervivencia global en funcion de la respuesta a la induccién a la remision ajustada a la deteccion
alta de BMI-1. No: sin respuesta a la induccion a la remisién y Si: con respuesta a la induccion a la remision
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EVALUAR SI LA ACTIVACION DE LA VIA DE SHH SE ASOCIA CON LA
FALLA DE RESPUESTA A LA FASE DE INDUCCION A LA REMISION EN LOS
PACIENTES CON LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA B

En busca de fortalecer la asociacion de la activacion de la via de SHH con la falla de
respuesta a la fase de induccion a la remision, se elaboraron graficas de supervivencia
global de la deteccion de los genes blanco GLI-1 y BMI-1 asi como de los componentes de

GLI-2 y GLI-3 los resultados se presentan a continuacion:

En cuanto a la deteccion del ARNm de GLI-1y GLI-2 no presenta una diferencia entre la
deteccidn alta o baja de los mismos ya que las graficas presentan el mismo comportamiento

que la gréfica de supervivencia global (Figura 31y 32).
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Figura 31. Gréfica de supervivencia global en funcion de la deteccion de GLI-1.
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SG en funcion de la deteccion de GLI2
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Figura 32. Gréfica de supervivencia global en funcion de la deteccion de GLI-2

Sin embargo, para el caso de la deteccion del ARNm del factor de transcripcién GLI-3

presentd una caida en la sobrevivencia hasta el 50% a los 58 meses de seguimiento, cuando

el nivel de expresion fue alto, mientras que en el caso de tener bajos niveles de expresion,

la curva de sobrevivencia no muestra cambios significativos a la Grafica global (Figura 33).
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Figura 33. Grafica de supervivencia global en funcion de la deteccion de GLI-3

Meses

De manera relevante, la deteccion del gen BMI-1 presenta un impacto en la sobrevivencia

dependiente del incremento de expresion; en caso de no expresar BMI-1, se alcanza una
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sobrevivencia a los 3 afios, con un nivel de expresion bajo la sobrevivencia baja a 84 %, y
finalmente cuando el nivel de deteccién del ARNm es alto la supervivencia cae al 50% a
los 20 meses de seguimiento. Por otra parte, destaca un comportamiento bimodal, en el cual
la deteccion baja del ARNm de BMI-1 identifica a los pacientes que no sobreviviran en el

primer afio de seguimiento (Figura 34).
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Figura 34. Gréfica de supervivencia global en funcion de la deteccion de BMI-1.

De esta manera, al determinar que los genes que guardan un mayor impacto sobre la
sobrevivencia son GLI-3 y BMI-1, se consider6 establecer grupos de acuerdo con los
niveles de deteccion del ARNm. En funcion de esto se tomaron en cuenta los valores altos

y bajos de deteccion de GLI-3 y BMI-1, estableciendo los grupos de analisis siguientes:

Grupo B1: GLI-1, 2 alto/bajo, GLI-3 bajo y
BMI-1 bajo/alto

Grupo B2: GLI-1, 2 alto/bajo, GLI-3 alto y
BMI-1 alto
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Cada uno de los casos se incorporaron a dichos grupos como se muestra en la siguiente

tabla:
MUESTRA | GLI-1 | GLI-2 | GLI-3 | BMI-1 | GRUPO B
623 B B B B Bl

357 B B B B Bl
782 B B B B Bl
842 A B A A B2
698 N A B A Bl
663 B B B B Bl
924 B B B A Bl
895 B B B N Bl
324 B B B B B1
242 B B B A Bl
236 B B B B Bl
244 B B B A Bl
284 B B B B B1
846 B B A A B2
744 B B B B Bl
866 B B A A B2
919 B B B A B1
876 B B B B Bl
826 B B B A B1
147 B B B B Bl
117 B B B B Bl
603 B A B B Bl
981 B B B B B1
629 B B B B Bl
131 B B B B Bl
522 B B B B Bl



A partir de la generacion de estos grupos se realizd nuevamente el analisis de supervivencia
global a partir de la cual se evidencia una caida en la supervivencia del 50% a los 18 meses
del grupo de deteccion GLI-3 y BMI-1 altos, ademas se observa que a baja expresion de
GLI-3 se identifican los casos que no llegan a sobrevivir dentro del primer afio de

seguimiento (Figura 35).

SG en funcion de la deteccion de GLI-3 y BMI-1

1,07
1 GLI-3 bajo y BM-1
bajoiatto
f=IGLI-3 atto y BMI-1 atta

Supervivencia acumulada

Meses

Figura 35. Gréfica de supervivencia global en funcion de la deteccion de GLI-3 y BMI-1.
Para conocer si el nivel de deteccidon de GLI-3 y BMI-1 afectan la sobrevida en funcion de
la respuesta a la induccion a la remisidn, se elabor6 una grafica de sobrevivencia global de
acuerdo con la respuesta a la induccion a la remision en funcién de cada grupo de deteccion
(B1 Figura 36 y B2 Figura 37).
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SG en funcion de la RIR ajustada a la deteccion baja de GLI-3 y bajalalta de BMI-1

1.0

TN
s

087

0.7

Supervivencia acumulada

067

057 —

Figura 36. Gréfica de supervivencia global en funcién de la deteccion baja de GLI-3 y baja/alta de BMI-1. No: sin
respuesta y Si: con respuesta

SG en funcion de la RIR ajustada a la deteccion alta de GLI-3 y de BMI-1

1.0
1S
~WPerdidos

0.99

0.8

Supervivencia acumulada
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Figura 37. Gréfica de supervivencia global en funcion de la respuesta a la induccion a la remision ajustada a la deteccion
alta de GLI-3 y BMI-1. Si: con respuesta a la induccion a la remision y Perdidos: ningin caso sin respuesta a la induccién
a la remision

Con base a la respuesta de induccion a la remision y la deteccion baja de GLI-3 y alta/baja
de BMI-1 podemos decir que dicho grupo identifica a los pacientes que no responderan a la
fase de induccion a la remision, ademas de establecer que presentaran una sobrevida del 50
% en menos de un afio de seguimiento, mientras que el grupo de deteccion alta de GLI-3 y
BMI-1 a pesar de que fueron casos que respondieron a la induccion, su sobrevida fue del 50
% a los 18 meses. Si bien es posible observar una tendencia entre la deteccion de GLI3 y
BMI-1 con una menor supervivencia posterior al periodo de IR, teniendo en cuenta el valor

promedio del grupo (84%), al realizar un analisis de cox, no fue posible presentar un valor
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significativamente estadistico, sin embargo, se encuentra muy cercano al mostrar un valor
de 0.062. Con lo cual, es posible considerar que hay una tendencia, la cual podria verse
mejorada con un incremento en el nimero de los casos con falla de respuesta a la induccion
a la remision. Que es lo que muestra como limitacion el grupo de estudio analizado en este

trabajo.
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DISCUSION
En la LLA B el éxito del tratamiento radica en la estadificacion del paciente, asi como en la
presencia de factores genéticos y fisiopatoldgicos, lo que permite determinar el esquema e
intensidad del esquema terapéutico. Dado a que el éxito del tratamiento se encuentra
alrededor del 65% de los casos en México resulta necesario comprender los mecanismos
que participan en el proceso de transformacion como la alteracion de autorrenovacion,
proliferacion, bloqueo de la diferenciacion y estado de quiescencia de la poblacion celular

que predomina en esta patologia.

Se han acumulado evidencias en donde se da soporte que en los procesos de transformacion
participan distintas vias de sefializacion como lo son: la via de Wnt, Notch y SHHE"; esta
ultima resulta ser una de las vias de sefializacion que regulan los mecanismos de
autorrenovacion y diferenciacion!?®l. La desregulacion de estas se ha documentado en las
CTTI[37], se ha prestado especial atencion a la via de SHH, para la cual se han reportado
eventos de sobreexpresion en sus componentes, particularmente lo que favorecen su
activacion (SMO y GLI-1), ocasionada por mutaciones en componentes de la via de
transduccion, evidencias se han acumulado en donde se muestra que mas del 90% de los
carcinomas de células basales 'y en el 30% de los meduloblastomas de adultos muestran

activacion de la via de sefializacion[®,

En lo que se refiere al impacto que la activacion de la cascada de sefializacion de SHH
tiene sobre el éxito en la evolucion del paciente con el tratamiento, se ha demostrado que
mediante la activacion del receptor de la via (SMO), en un modelo de leucemia
mieloblastica aguda, se ve comprometido el periodo de supervivencia pasando de un 40% a
los 580 dias a un 0% a 180 dias, cuando se induce la activacion de la via de SHH [,
Debido a lo anterior resulta de interés conocer si esta via se encuentra activa en LLA de
tipo B en pacientes de nuevo diagndstico, nuestra propuesta fue determinar si el
seguimiento de la primera etapa de tratamiento llamada induccién a la remision, periodo de
suma importancia en el tratamiento de esta neoplasia, estaba siendo afectada por la
activacion de SHH, asi como conocer el impacto que esta posea al término del tratamiento
y en el sequimiento de los pacientes. Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran

que la via de sefializacidn se encuentra activa, preferentemente detectada por la expresion
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de GLI-1 y BMI-1. Asi mismo se observa que la expresion de BMI-1 y Gli-3 permite
identificar a los pacientes que muestran el peor prondstico, identificando los casos que no
tendrén éxito para su induccidn a la remision y detectando al 50 % de los pacientes que no
sobreviviran al primer afio y medio de tratamiento. Nuestros resultados, proponen a la via
de SHH como una cascada de sefializacion que agrava la condicidn clinica de los pacientes
con LLA-B.

VIA DE SHH EN LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

La via de SHH es una de las vias conservadas, junto con Wnt y Notch, que regulan con
precision la morfogénesis, estableciendo decisiones en cuanto al destino celular, como la
autorrenovacion y la diferenciacion®™!. Dicha via se inactiva posteriormente en la mayoria
de los tejidos adultos, pero con frecuencia se reactivan en una amplia gama de eventos de
regeneracion tisular, y se ha relacionado con la generacion de tumores humanos. Se ha
formulado la hipotesis de que la transformacion maligna recapitula muchos procesos
evolutivos, y las vias de sefializacion necesarias para el desarrollo normal de un tejido u
organo especifico pueden activarse de manera aberrante en los procesos neoplasicos
correspondientes al tejido de origen del tumor™. El papel de las vias de sefializacion del
desarrollo en la patogénesis y autorrenovacion de las células de LLA-B no esta claro, pero
los datos recientes sugieren que la via de sefializacion de SHH esta involucrada en el
desarrollo de precursores de células B a partir de células madre hematopoyéticas primitivas,

asi como autorrenovacion y supervivencia celular en patologias de células B humanas.

Respecto a los estudios relacionados con LLA-B se ha detectado de manera heterogénea la
expresion de componentes de dicha via, sin embargo, a favor de esta propuesta es la
expresion de los genes blanco PTC-1 y GLI-1 que sugieren que dicha via esta activa en
lineas tumorales leucémicas, proponiendo la posible participacion de su activacion en
forma aberrante en el desarrollo de esta patologial®”). Resultados a favor de esta propuesta
son los obtenidos por el andlisis de microarreglos en pacientes con LLA- B del INP, en el
que se demostrd claramente la sobreexpresion de los genes PTC-1 y GLI-1, asi como de los

componentes que activan la via, como son SMO y GLI-2.

En el presente proyecto se detecté la activacion de dicha via en el 100% de los casos de
LLA B mediante la deteccion de los genes blanco GLI-1 y BMI-1 en un 96.15%, asi mismo
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se detectaron los factores de transcripcion GLI-2 y GLI-3 en un 100%, mismos que se han
reportado como factores activadores de dicha via en procesos cancerigenos. Esta via de
sefializacion se encuentra regulada por mdltiples eventos de sefializacion, incluyendo
factores de crecimiento peptidicos (PGF), receptor tirosina quinasas (RTK), RAS, MEK,
fosfoinositida-3 quinasa (PI3K) y AKT. PGF activa los RTK, que a su vez activan varias
cascadas de transduccion de sefial que incluyen RAS-RAF-MEK y PI3K / AKT. Estas son
vias clave de sefializacién implicadas en la regulacion de la proliferacién celular, la
supervivencia y la diferenciacion, activadas de manera aberrante debido a mutaciones en
multiples niveles se han relacionado como puntos clave en los mecanismos de

transformacion celulart®,
VIiA DE SHH Y SU PAPEL EN LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO DE LLA B

La LLA B es reconocida como un trastorno heterogéneo con diversas variables clinicas que
determinan su gravedad, entre las que destacan alteraciones citogenéticas. Aunque es
posible estadificar a los pacientes en funcién de dichos indicadores clinicos, en nuestro
pais, seguimos presentando evaluacion clinica de los pacientes no favorable. Por ello se ha
considerado de suma importancia analizar procesos moleculares involucrados en el
desarrollo de esta patologia; como se han acumulado evidencias la activacién de la via de
SHH tiene un papel importante en el proceso de autorrenovacion, mismo que se ha
comprobado como uno de los procesos involucrados en el mantenimiento a largo plazo de
clonas malignas en Leucemia mieloide!®. Atendiendo a lo anterior y debido a que el
porcentaje de éxito terapéutico obtenido en México es menor al alcanzado a nivel
internacional, resulté importante analizar los criterios bajo los cuales se selecciona el
tratamiento para estos pacientes, en el presente estudio se analiz6 la asociacion entre la
manifestacion de translocaciones, estadificacion del paciente y la repuesta a la IR con la
activacion de la via de SHH.

A pesar de que ninguna de estas variables presento significancia estadistica en su
asociacion con la deteccion de los genes blanco detectados, tanto a la presencia de
translocaciones, clasificacion de riesgo y la no respuesta a la induccién a la remisién; se
encontrdé una tendencia en la disminucién de la supervivencia global entre la deteccion alta

del gen BMI-1 vy la clasificacion de alto riesgo, siendo de la sobrevivencia de 65% a 82
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meses de seguimiento, en contraste con la obtenida en pacientes de riesgo habitual la cual

radica en el 100% a 82 meses.

Asi mismo, se encontré una tendencia en la disminucion de la supervivencia global entre la
deteccion alta del gen BMI-1 y la no respuesta a la IR siendo del 0% a 6 meses de
seguimiento, mientras que la obtenida en los pacientes con respuesta a la IR fue del 84% a
82 meses de seguimiento. La asociacion que presenta BMI-1, gen conocido por su papel
principal en el proceso de autorrenovacion, entre su alta deteccion y factores que
representan un mal pronostico para los pacientes, nos deja proponer que la autorrenovacion

posee una relevancia significativa en la respuesta al tratamiento en esta patologia.

En lo que respecta a la respuesta a la fase de induccién a la remision es importante sefialar
que dicha fase tiene como objetivo erradicar mas del 99% de las células leucémicas
iniciales y restaurar una hematopoyesis normal y en consecuencia alcanzar un buen estado
de salud, es por ello que se considera que el paciente que presenta remision completa tendra
mejor evolucién en las siguientes fases del tratamiento ademas de que representa un
requisito indispensable para tener una supervivencia prolongada. En Estado Unidos se
estima que el 96% de los casos debe presentan una respuesta adecuada a esta fase, sin
embargo, no existen estudios que hayan analizado la relacion de la activacion de la via de
SHH vy la respuesta a esta fase. En el presente estudio el 84.6% de los casos analizados
presentaron respuesta adecuada a la fase de induccion a la remisién mientras que el 15.4%
no respondié de manera adecuada, lo cual presenta un porcentaje elevado con respecto al
antes mencionado, la supervivencia global de los 4 casos que no presentaron respuesta a la
IR fue del 56% a 36 meses, mientras que la respuesta a la induccién a la remision (22

casos) presenta una supervivencia mucho mayor siendo del 94.7% a 82 meses.

En lo que respecta a la asociacién de la respuesta a dicha fase y la activacion de la via se
establecieron dos grupos de acuerdo con cédigos en funcion de los niveles de deteccion de
GLI-3 y BMI-1, que manifestaron tener impacto en la supervivencia de los pacientes. El
primero de ellos estd constituido por casos con deteccion baja del factor de transcripcion
GLI-3 y baja/alta de BMI-1 que se presentd en el 88.4% de los pacientes; para este grupo la
supervivencia global fue del 84.6% a 82 meses de seguimiento, mientras que la

supervivencia en funcién a la respuesta a la fase de induccion a la remision manifiesta que
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cuando existe respuesta a dicha fase y se detectan estos dos componentes en las
proporciones indicadas la supervivencia fue del 94.7% a 82 meses cifra que posee
congruencia con el impacto positivo en la supervivencia al presentar remision completa.
Por otro lado, la carencia de respuesta a la IR en asociacion en los casos de este grupo tiene
un impacto negativo en su supervivencia, siendo del 50% a 36 meses, de esta manera,
existe una diferencia con respecto a la supervivencia global, asi existe una tendencia entre
los niveles bajos de deteccion de GLI-3 y BMI-1 que identifican a los pacientes que

presentan una mala evolucién a los 3 afos.

El segundo grupo generado es en el que se detectan altos niveles de GLI-3 y BMI-1 que
representa el 11.6% de los casos, para los cuales la supervivencia global fue del 50% a 59
meses, mientras que la supervivencia en funcion a la respuesta a la fase de induccién a la
remision manifiesta que cuando existe respuesta a dicha fase y se detectan estos dos
componentes en las proporciones indicadas, proporcion6 una sobrevida del 60% a 59 meses
para este grupo no se encontré falla a la induccién a la remision, lo que nos permite
identificarlo con un comportamiento bimodal, mediante el cual se pueden identificar los
casos que tendran respuesta a induccion a la remision pero que posteriormente que
falleceran dentro del primer afio y medio de evolucion, dicho resultado nos sefiala que los
niveles elevados de BMI-1 podrian poseer un impacto negativo en la supervivencia de los
pacientes a pesar de que presenten inicialmente una respuesta a la fase de induccion a la
remision.

Este gen blanco se ha detectado sobre expresado en varios tipos de canceres humanos,
incluidos cancer de pulmén en el que dicha sobrexpresion induce a la inmortalizacion de las
células cancerigenas [55], cancer de ovario en donde se detecta dicha sobrepresion en el
90.26% de los casos correlacionando con una actividad telomerasa positiva[56], cancer de
mama en el que la sobrexpresion correlaciona con los marcadores de pobre prondstico asi
como su descripcion por primera vez en correlacion estadisticamente significativa de la
disminucion de sobrevida en estos pacientes[57], lo que indica que podria desempefiar un
papel importante en la iniciacion y progresion del cancer en este caso en especifico

atribuyéndolo a la importancia que posee en la regulacion de la autorrenovacion.
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VIA DE SHH Y AUTORRENOVACION: PAPEL EN LA SUPERVIVENCIA DE LOS
PACIENTES CON LLA-B

Se ha reportado que la actividad de la via de SHH en LLA B regula la autorrenovacion de
las células altamente clonogénicas tanto in vitro como in vivo y se han obtenido resultados
que sugieren que la inhibicién de la sefializacion de Hh puede mejorar los resultados a largo
plazo en la B-ALL al ser afectadas las células clonogénicas responsables de la recaida de la
enfermedad[37]. En esta patologia las respuestas a las fases iniciales indican que la
quimioterapia de induccion es efectiva para eliminar la mayoria de las células tumorales,
pero la recaida posterior sugiere que se necesitan medios alternativos para inhibir las
células leucémicas persistentes capaces de autorrenovarse a largo plazo. En varios canceres
humanos, se ha detectado que la persistencia a largo plazo pudiera estar restringida a
distintas poblaciones de CTC que comparten atributos funcionales con sus contrapartes
normales (CT), incluida la autorrenovacion y la capacidad de dar origen a una progenie

diferenciada que forma la masa tumoral.

Los enfoques terapéuticos que se dirigen a la autorrenovacion pueden mejorar los
resultados a largo plazo, pero se han desarrollado pocos enfoques que se centren en esta
propiedad. Como se mencion0 anteriormente BMI-1 es uno de los genes blanco de esta via
que se encarga de regular dicho proceso y cabe mencionar que el resultado obtenido
refuerza la hipdtesis de que la autorrenovacion tiene un impacto en la supervivencia de los
pacientes, ya que como se mostré el porcentaje a largo plazo disminuye hasta en un 50 % lo
que si bien no es un dato que posea un peso estadistico atribuyendo lo anterior a la n
manejada en este proyecto, nos da la pauta a extender los estudios sobre este gen y algunos
otros genes blanco de esta via como lo es SOX 2 y NANOG que estan involucrados en el
proceso de autorrenovacion, para asi sustentar de mejor forma la participacién de este
proceso Y la activacion de esta via con miras a identificar a traves de éstos a los pacientes
que despueés de la fase de induccion a la remision, se les proporcionen inhibidores para la
activacion de esta via con el fin de mejorar la supervivencia y el éxito terapéutico de los

mismos.
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CONCLUSIONES
La via de SHH se encuentra activa en el 100% de los casos con la deteccion de los genes
blanco GLI-1 y BMI-1 en un 96.15%, asi como sus factores de trascripcion GLI-2 y GLI-3
en un 100%.

Se alcanza una supervivencia global del grupo analizado de 84.6% a los 82 meses de

seguimiento.

Existe una tendencia entre la clasificacion de alto riesgo y la deteccion alta del gen blanco
BMI-1 en la supervivencia global del grupo de estudio con un valor de 65% a 82 meses.

Existe una tendencia entre falla a IR y la deteccion alta del gen blanco BMI-1 en la

supervivencia global en el grupo de estudio con un valor de 0% a 6 meses.

Existe una tendencia entre los altos niveles de GLI-3 y BMI-1 que identifican a los

pacientes que fallecen dentro del primer afio y medio de evolucién.

El nivel alto de deteccion del componente GLI-3 y el gen blanco BMI-1 manifiestan un

impacto negativo en la supervivencia de los pacientes despues de 18 meses de seguimiento.
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