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RESUMEN

La Leucemia Linfoblastica Aguda es la neoplasia mas comun en la poblacion pediatrica,
representa el 80% del cancer en nifios, es frecuente en nifios de 2 a 5 afios de edad, causa
afectaciéon a dos linajes celulares, los linfocitos B y T. En este padecimiento el pronéstico
se ve desfavorecido por una cuenta leucocitaria alta al diagndstico, edad, aberraciones
cromosomicas (citogenética), variacion en marcadores de superficie (Inmunofenotipo) de
células T, falla a la induccion a la remision, infiltracidn al sistema nervioso central y recaida
temprana en médula ésea, todos estos factores incrementan la gravedad de los pacientes
con este padecimiento.

Actualmente existen reportes de que las miosinas (Myo) no convencionales Clase | juegan
un papel importante en diversas funciones celulares como son endocitosis, exocitosis,
tensién de la membrana, trafico intracelular, rigidez de la membrana y migracion, esta ultima
funcién hace que estas proteinas se asocien con diversos tipos de cancer. Los cambios en
la expresion de estas proteinas podrian tener un impacto en la motilidad celular y en la
formacion de infiltrados y metastasis, por esta razén se decidié estudiarlas en Leucemia,
en los pacientes reclutados en este estudio se determind la expresién de las diferentes
miosinas clase | en células mononucleares sanguineas, sin embargo el principal enfoque
fue en miosina 1G por su expresién en las células blanco (linfocitos) de la LLA, esto fue
realizado por PCR en tiempo real, Inmufluorescencia e Inmunohistoquimica

Los resultados muestran en las células de los pacientes con LLA un aumento en la
expresion de Miosina 1B y una asociacion de sobreexpresién de Miosina 1G con diversos
criterios de alto riesgo en los nifos. La expresion de esta proteina aumenta en los pacientes
con Leucemia Linfoblastica Aguda en recaida y disminuida en los pacientes con infiltracion.
Para comprobar la asociacién de Myo1G con algunos factores clinicos de alto riesgo de los
pacientes, se considera necesario incrementar al grupo de los pacientes con el criterio
clinico especifico.
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ABSTRACT

Acute Lymphoblastic Leukemia is the most common neoplasm in the pediatric population, it
represents 80% of cancer in children, is common in children 2 to 5 years of age. This
condition affects two cell lineages, B and T lymphocytes.

The prognosis of this disease is disadvantaged for in children with high leukocyte counts at
diagnosis, age, cytogenetics, T-cell immunophenotype, failure to induce to the remission,
infiltration of the central nervous system and early relapse to the bone marrow, all these
factors increase the severity of Patients.

Class | Myosins play an important role in various cell functions, such as endocytosis,
exocytosis, membrane tension, intracellular traffic, membrane stiffness and cell migration.
This last function relates class | myosins with various types of Cancer and the changes in
the expression of these proteins could have an impact on cell motility and the formation of
infiltrates and metastases, for this reason we began to study Myosin 1G in Leukemia. In the
patients recruited in this study, the expression of the different class | myosin in blood
mononuclear cells was determined by PCR in real time, Immunofluorescence and
Immunohistochemistry, however we mainly focus was on myosin 1G due to its expression
in the target cells (lymphocytes) of ALL.

We found an increase in the expression of Myosin 1B in the cells of patients with ALL and
an association of overexpression of Myosin 1G with criteria of high risk in the patients. The
expression of Myosin 1G is increased in patients with Acute Lymphoblastic Leukemia in
relapse and this is decreased in patients with infiltrations to SNC. Myosin 1G show tendency
to increase in the cells of patients with clinical specific characteristics (translocations, relapse
or infiltrates). We consider to increase the group of patients with the specific clinical criteria
that showed the change in the expression (down and up) of the protein in the cells of patients
compared to the control group. This increase in the number of the population will demonstrate
if Myosin 1G could be a prognostic marker.

Xiv



1.INTRODUCCION




El cancer es una enfermedad crénica que se caracteriza por alteraciones genéticas y
moleculares, que resultan en una proliferacion celular descontrolada. Las células anormales
crecen de manera invasiva y se propagan a los tejidos, lo que resulta en una falta de control
en el funcionamiento normal del organismo'. Cualquier parte del cuerpo puede verse
afectada, razon por la cual se conocen mas de 100 tipos de cancer?. En los nifios representa
la segunda causa de mortalidad en el pais segun cifras de la Secretaria de Salud.

1.1 Epidemiologia Cancer Infantil

Dentro de las principales causas de muerte en nifios y adolescentes a nivel mundial
encontramos al cancer. Existen registros que demuestran que cada afo se diagnostican
aproximadamente 18 millones de casos nuevos en todo el mundo de los cuales 200, 000
afectan a la poblacion pediatrica. Las estimaciones recientes sefialan que en México el
cancer representa la primera causa de muerte en nifios de 5 a 14 afios >*.

Los datos de registro de cancer en nifilos y adolescentes determinaron que uno de los
grupos mas vulnerables ante este padecimiento son los nifios de 0-4 anos (Figura.1),
mientras que la tasa de mortalidad es mayor en los nifios con rango de edad de 15-19 afios®.

Tasa de incidencia por millé

0.0
2010 201 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Grupo de edad
Oa4 539 e==]0al4 ===15a319

Figura1. Registro de Incidencia en Cancer en nifios y adolescentes en 2017. Gobierno
de México. Direccion General de Informacion en Salud (DGIS).

https://www.gob.mx/salud%7Ccensia/articulos/cancer-infantil-en-mexico-130956.


http://www.gob.mx/salud%7Ccensia/articulos/cancer-infantil-en-mexico-130956

La mayoria de los casos de cancer en los nifios son Leucemia, Linfomas y Tumores
del Sistema Nervioso Central* (Figura 2).

10%

Leucemias

@ Linfomas

@ SNC

B Retinoblastoma
O Osteosarcoma
BT. Wilms

M Otros

Figura 2. Cancer en menores de 18 afos. Registros en el IMSS,2012.

1.2 Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)

Las leucemias constituyen un grupo heterogéneo de neoplasias malignas de rapida
evolucion caracterizadas por la proliferacion de precursores hematopoyéticos dentro de la
médula ésea (M.O). Entre estos padecimientos encontramos a la Leucemia Linfoblastica
Aguda (LLA) que corresponde al 80% de los casos y la Leucemia Mieloblastica Aguda
(LMA) que afecta del15% al 20% de la poblacion infantil®7:8,

La LLA es un trastorno caracterizado por la proliferacion de glébulos blancos inmaduros en
la M.O y en la sangre e infiltracion de estos a otros tejidos. Este tipo de cancer
hematopoyético tiene una prevalencia maxima entre las edades de 2 y 5 afios®.

1.3 Diagnéstico

El diagnéstico de un paciente inicia con la realizacién de la biometria hematica completa.
Se encuentra anemia hasta en el 80% de los casos, conteo menor de 100, 000 plaquetas.
Puede haber cuentas bajas o elevadas en los leucocitos y en cuadros clinicos mas graves
se observa disnea, hepatomegalia, esplenomegalia, linfadenopatias e infiltracién de



mediastino y testiculo®. La Sociedad Franco-Americana-Britanica (FAB) marca como criterio
para el diagnostico de leucemia mas del 25% de blastos en M.O.

Los pacientes presentan diversos sintomas que permiten realizar el diagnéstico inicial en
conjunto con los resultados de laboratorio. (Tabla 1).

Tabla1.-Criterios de referencia para diagndstico en Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)

Historia Clinica

Palidez lentamente progresiva
Fiebre intermitente o persistente
Procesos infecciosos persistentes
Dolores articulares persistentes
Petequias y esquemosis
Adenomegalias
Hepatoesplenomegalia

Estudios de Laboratorio

Anemia

Neutropenia

Bicitopenia

Pancitopenia

Leucocitosis

Leucopenia

Blastos en frotis de sangre periférica

1.4 Inmunofenotipo

El analisis de la expresion de antigenos de superficie, citosdlicos y nucleares en las células
leucémicas permiten determinar en esta enfermedad el linaje hematopoyético que se ve
afectado. La LLA de linaje B es la que mas incide en los nifos, representa del 80 a 85% de
los casos y se define por la expresion de CD19, CD20, CD22, CD10 (antigeno comun de la
LLA o CALLA). Hay cuatro subtipos de LLA de linaje B: pre B temprana, pre B, pre B
transicional y B madura, mientras que en la LLA de linaje T se expresan los antigenos



CD2, CD7, CD5 o CD3 y constituye el 15% de los casos en los nifios®'°(Figura 3). Existen
situaciones en las que se expresan marcadores tanto de células T como B o puede coexistir
expresion de marcadores linfoides y mieloides™. El inmunofenotipo Pre-B es el que se
presenta con mayor frecuencia en la poblacién pediatrica.

LAL de| células B

| Pre-B temprana Pre-B Pre-B transicional | Linfocito B Maduro

6 66 &

TdT+ TdT+ TdT- HLA DR+

HLA DR+ HLA DR+ HLA DR+ CD19+

Progenitor CD19+ CD19+ CD19+ D20+

lii;ﬁ)idc CD10 (CALLA)+ CD10+ CD20+ CR2
CD34+ CD20+ IeC p+ Ko h+

Ig citoplasmatica |1+ lgsn+
> Ky A
LAL de |c:élulas T
Cclula' . (TS;_ | Timocito inmaduro Timocito Timocito tardio | Linfocito T maduro
hematopoyética mtermedio

pluripotencial

-6 0606

TdT+ TdT+ TdT+ CD3+
CD7+ CD7+ CD7+ CD4+ o CD8+
CD2+ CD2+ CD2+ CD7+
CD3 CDI1+ CD4+ o CDSE+ CD5+
CDI CD3+ CDs+

CD3citoplasmitico CD4+ y/o CDE+ CD3+
CD5+ CD5+

Figura 3. Marcadores celulares en los diferentes estadios de maduracion de los
linfocitos B y T&.

1.5 Citogenética

El estudio citogenético de las ceélulas leucémicas ha permitido determinar presencia de
aneuploidias (hiperdiploidia e hipodiploidia) y translocaciones. Dentro de las
translocaciones encontramos a la t(12:21) (TEL-AML/ETV6-RUNX1)"'2 que es la que
presenta mas incidencia en la LLA, ocurre en el 20% de los pacientes, la segunda en
frecuencia es la t(1:19) (E2A-PBX1/TCF3-PBX1), en tercer lugar se encuentra la £(9:22)
(BCR-ABL) o cromosoma Filadelfia, presente en el 3 a 5% de los pacientes y la
translocacion t(4:11)(MLL) que se presenta en el 2% de los casos por lo general es
encontrada en lactantes y en leucemia mixta®2.



1.6 Estratificacion de Riesgo

La determinacion del riesgo es necesario en el momento del diagnostico con la finalidad de
determinar el protocolo terapéutico a seguir. Los niflos con LLA se clasifican en dos grupos
de riesgo, Riesgo Alto (RA) y Riesgo Habitual (RH)?2. Los criterios clinicos para estratificar
riesgo en estos pacientes son: edad, conteo de glébulos blancos, marcadores de superficie
(inmunofenotipo) de las células leucémicas y aberraciones cromosémicas (citogenética),
asi como la presencia de infiltrados en el momento del diagnéstico.

1.6.1 Edad

Los niflos menores a un afio y mayores a diez son considerados pacientes de alto riesgo
mientras que los nifios de 1 a 9 afios son pacientes con mejor prondstico siempre que no
presente uno de los siguientes criterios?.

1.6.2 Nivel de glébulos blancos

Los pacientes con un conteo mayor de 50,000 células por mm? presentan mal prondstico
ante el padecimiento?.

1.6.3 Inmunofenotipo

Los pacientes con leucemia de células pre-B presentan mejor respuesta al tratamiento que
los nifios con leucemia de células T y B maduras, que son considerados pacientes de riesgo
alto®1°.

1.6.4 Translocaciones

Los nifios con translocacion 12:21, tienen mayor probabilidad de curarse que aquellos que
presentan translocacion en los cromosomas 9 y 22, o bien, entre los cromosomas 1y 19,
estos nifios tienen una tasa de cura mas baja. La translocacién t (9:22) en las células
leucémicas se relaciona con pacientes de mal prondstico, hiperleucocitosis, lenta respuesta
inicial a la terapia, recaida y con una baja tasa de curacion; se clasifican como pacientes
de muy alto riesgo™"'2.

Es determinante la asignacién del riesgo en el paciente debido a que de esto dependera la
estrategia terapéutica que se utilizara, con la finalidad de obtener mayores beneficios de los
tratamientos.



1.7 Tratamiento

El tratamiento consiste en tres fases?®:

1.7.1 Induccion a la remision

En esta fase se restaura la hematopoyesis en médula ésea con un porcentaje de blastos <
5% y maxima reduccion de la carga tumoral. Con el tratamiento se pretende eliminar la
mayor parte de las células leucémicas. Con la hematopoyesis recuperada, se induce la
diferenciacion de blastos mieloides y la aparicion de progenitores hematopoyéticos CD34+.
El grado de remision actual bajo este régimen es de 70 a 90%. Se determina Enfermedad
Minima Residual (EMR) al alcanzarse la remisién y encontrarse un remanente por debajo
del limite del 5%; este evento se relaciona con las recaidas?2.

1.7.2 Consolidacion

Con la recuperacion de la hematopoyesis se da inicio a este tratamiento; el objetivo de esta
fase es eliminar las células residuales que han sobrevivido en la etapa de induccion??.

1.7.3 Mantenimiento

Este tratamiento tiene como objetivo eliminar las células residuales leucémicas que pueden
causar recaida?. La recaida de la enfermedad se interpreta como mal prondstico para los
pacientes; que se asocia con falla al tratamiento, remision inicial parcial y aparicién de
blastos circulantes.

1.7.4 Terapia Santuario

Este tratamiento va dirigido al sistema nervioso central (SNC) y su administracion evita que
las células leucémicas encuentren un sitio santuario en el SNC, por lo tanto, evita que el
cancer reincida y cause una recaida en el paciente.

La biopsia de la médula ésea se realiza a lo largo de todas las fases del tratamiento para
conocer si la leucemia esta respondiendo al tratamiento.

El estudio de la enfermedad residual minima en LLA "®*provee datos sobre la eficacia clinica
del tratamiento para una exacta estratificacion del mismo, intensificacion de tratamiento en
pacientes de alto riesgo de recaida y reduccion en pacientes de bajo riesgo, asi como la
implementacién de nuevas estrategias terapéuticas.



Con los nuevos tratamientos la sobrevida de los pacientes con LLA ha incrementado, se
estima que del 80 al 85% de los nifios se curan'®, sin embargo, el principal fracaso al
tratamiento continua siendo la recaida.

1.8 Recaidas

Este evento se presenta entre el 15y 20% de los nifios y la supervivencia de estos pacientes
puede predecirse por el sitio en el cual se da la recaida. Los reportes de estos eventos se
dan dentro de los primeros 2 afos después de la finalizacion del tratamiento. Se han
detectado casos de recaida en los primeros 18 meses desde el diagndstico y son llamadas
recaidas tempranas, mientras que las recaidas tardias se presentan posterior a los 36
meses desde el momento del diagnéstico. La mayoria de las recaidas ocurren en la M.O.,
ya sea en forma aislada o en combinacion con la participacion de otro sitio, entre estos sitios
principalmente se encuentra el SNC o los testiculos' 1617,

Las recaidas aisladas a M.O. tienen muy mal prondstico comparado a las recaidas aisladas
de SNC, testiculo u algun otro sitio extramedular’.

La supervivencia de los pacientes que experimentan una recaida temprana en M.O. varia
del 0 al 15%. Para los pacientes con recaidas tardias, las tasas de supervivencia varian del
14 al 50%"S.

Las recaidas que involucran sitios extramedulares, tienen mejor prondstico: las tasas de
supervivencia para las recaidas del SNC se acercan al 51% mientras que las testiculares
aisladas oscilan entre 53 y 84%"517.

En general, la terapia actual cura al 10% de los pacientes con recaidas tempranas y al 50%
con recaidas tardias.

La capacidad migratoria de los blastos permite que estos invadan sitios donde es poco
posible la accion de los quimioterapéuticos, por ello la importancia del estudio de factores
que modifiquen la migraciéon de las células tumorales (metastasis e infiltraciones) que es
una de las principales complicaciones en el cancer.

1.9 Migracién Celular

Este proceso bioldgico suele ser ciclico, comenzando con la adquisiciéon de la polaridad
celular, esta polarizacion se debe a la recepcién de sefiales externas, estimulos
quimiotacticos, factores de crecimiento o proteinas de la matriz extracelular, las cuales
determinan la direccion de la migracion. Estas sefiales activan a receptores de membrana
situados en el frente celular, la activacion de estos receptores permite la emision de
prolongaciones o extensiones transitorias, conocidas como filopodios y lamelipodios, estos
son responsables del movimiento de la célula®. La polimerizacion y despolimerizacion de
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la actina refleja la consecuencia de la reorganizacion del citoesqueleto, es la responsable
de la formacion de dichas extensiones'®%°.

Los microfilamentos y las asociada proteinas producen cambios en el citoesqueleto, lo cual
da origen a la propulsion celular'®'®. Entre las proteinas que se asocian al citoesqueleto
encontramos a la familia de las Miosinas.

1.10 Miosinas

Estas proteinas motoras cumplen varias funciones dentro de la célula; intervienen en la
morfologia celular, la sefializacion, el trafico de organulos, los procesos de endocitosis y
exocitosis, pero su funcién principal es generar movimiento?%-2'22,

Los eucariotas tienen 38 clases de miosinas, de las cuales se conocen dos grupos, las
convencionales y no convencionales, como resultado de la diversificacion genética en su
estructura. Las miosinas mas estudiadas son las miosinas de clase Il (miosinas
convencionales), que estan codificadas por 14 genes en humanos. Las miosinas de clase
I, son una subfamilia de miosinas no convencionales, que esta compuesta por ocho
miembros (Myo1A, Myo1B, Myo1C, Myo1D, Myo1E, Myo1F, Myo1G y Myo1H)?"?2
codificadas por ocho genes

1.11 Miosinas Clase |

Las miosinas de clase | fueron identificadas en Acanthamoeba. Estas proteinas motoras
pequefas, tienen alta capacidad para generar fuerza mecanica y se expresan en la mayoria
de los linajes celulares?>?*24, En mamiferos sus funciones han sido poco caracterizadas.
Sin embargo, la mayoria de ellas juegan un importante papel en la migracion celular.

Estructuralmente esta clase de miosinas estan formadas por una sola cadena pesada de
110-140 KDa, dividida en tres regiones: cabeza, cuello y cola. El dominio motor o de cabeza
contiene el sitio de unién de actina; esta regién es responsable de la hidrélisis de ATP. El
cuello se caracteriza por uno o varios motivos IQ, los cuales se componen de
aproximadamente 29 residuos de aminoacidos con la secuencia central IQXXXRGXXXRXY
(I-isoleucina, Q-glutamina, R-arginina, G-glicina, Y-tirosina, X-cualquier otro aminoacido).
Cada motivo proporciona un sitio de union para calmodulina, una proteina citosdlica de
unién a calcio, esencial para la conversion eficiente de energia quimica en trabajo
mecanico?>?,

El ultimo dominio corresponde a la cola; este dominio se divide en tres regiones TH (tail
homology, del inglés), designadas como TH 1, TH 2 y TH 3. Las miosinas de clase | que
contienen los tres dominios TH se han denominado de cola larga mientras que las que
contienen una region TH unica son llamadas miosinas de cola corta. El dominio de cola es



el que interactua con los fosfolipidos y las proteinas de membrana, lo que facilita la unién
directa de estas proteinas a las membranas celulares?>?,

1.11.1 Funciones de Miosinas Clase |

Especificamente la miosina 1A, es abundantemente expresada en el epitelio intestinal y
gastrico; mantiene la composicion molecular y la organizacion general de las
microvellosidades intestinales, regulando la liberacion de vesiculas, lo que contribuye a la
inmunidad intestinal y esta implicada en la tension celular de los enterocitos?>2%: 27 A la
miosina 1B se le ha involucrado con la migracion celular durante el desarrollo embrionario
y se ha relacionado con el control de la propulsion celular a través de los filipodios, el trafico
de membranas y la exocitosis. Participa en el mantenimiento de los filamentos de actina
unidos a la membrana?®?®. Miosina 1C se expresa abundantemente en las
microvellosidades de linfocitos B, tiene un papel importante en la migracion en estas células
y estabiliza a las prolongaciones celulares (lamellipodios y filipodios)32'3233 Mientras que
la miosina 1D es importante para la mielinizacion normal de los oligodendrocitos34.Por otro
lado, miosina 1E esta presente en los podocitos y se relaciona con la motilidad celular, ya
que permite la interaccion membrana-citoesqueleto en las células renales®®3%63%, La
migracién de neutrdéfilos, la adhesion intercelular y la polarizacion de los macrofagos se ha
relacionado con funciones de miosina 1F3%; esta miosina no ha sido la Unica proteina
relacionada con células sanguineas. Por otro lado existen reportes que muestran que
miosina 1G se localiza en la membrana de las células hematopoyéticas®®, principalmente
su expresion se ha determinado en linfocitos B y T, células blanco de la LLA. Se conoce
que los linfocitos B deficientes de esta proteina presentan un movimiento mas lento y
trayectorias cortas en su migracion?*, como consecuencia de la reduccién de la tensién de
membrana ejercida por la deficiencia de esta proteina que probablemente deteriora la
polarizaciéon de las células B. Sin embargo, en los linfocitos T la ausencia de Myo 1G
provoca el aumento de la velocidad, mientras que, disminuye el angulo de giro de las células
T cuando migran o se desplazan alrededor de la célula presentadora de antigeno durante
el reconocimiento antigénico*C.

Myo 1G regula la tension de membrana, la velocidad intrinseca de migracion, la fagocitosis

y exocitosis. Las alteraciones que puedan presentarse en los linfocitos como cambios en la
morfologia, proliferacién y movilidad, tienen gran importancia para el estudio de patologias
como el cancer principalmente en la Leucemia Linfoblastica Aguda*'#2. Miosina 1H ha sido
poco estudiada y solo se ha relacionado con prognatismo mandibular®3.

Todas las miosinas tienen funciones especificas, sin embargo, juegan un papel importante
como motores moleculares en la movilidad y migracion celular

1.12 Migracién y Cancer
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Las células cancerosas se pueden diseminar desde estadios muy tempranos, estas células
deben ser capaces de romper sus lazos con la estructura cohesiva del tejido y en la
circulacion van a ser capaces de infiltrar un érgano determinado solamente si poseen las
funciones necesarias para atravesar las paredes de los capilares de este 6rgano*.

Las infiltraciones de tejido surgen en canceres hematopoyéticos y metastasicos (en otras
formas de cancer). La invasién en tejidos se divide en las siguientes etapas: invasion local,
migracion, intravasacion, extravasacion y metastasis. En la primera etapa, las células
invaden su tejido de origen haciendo cambios en la membrana basal para invadir
directamente el estroma, posteriormente migran para ingresar a la luz de un vaso sanguineo
o linfatico y la difusién a través de la circulacion permite que las células cancerosas se
dispersen**#°. Este proceso de intravasacion se ve facilitado por los cambios moleculares
que aumentan y promueven la capacidad de las células cancerosas para atravesar la
barrera endotelial. Una vez que las células cancerosas alcanzan la circulacion venosa o
arterial, deben sobrevivir a las tensiones del entorno hemodinamico para que puedan
asentarse en organos distantes. Las células tumorales sobreviven en el microambiente de
un tejido inusual, que tiene un entorno que no siempre es 6ptimo para que proliferen y
formen la colonia metastasica®47:48

Las infiltraciones y la metastasis aumentan la gravedad de los pacientes y la estrategia
quimioterapéutica a seguir dependera si el paciente presenta las infiltraciones al diagndstico
o durante el curso de la enfermedad*.

Como se comentd anteriormente, en la LLA los principales sitios santuarios de infiltracion
son el SNC vy el testiculo. La clasificacion del estado del SNC depende de la cantidad de
blastos que migran al liquido cefalorraquideo (Tabla 2).

Tabla 2.- Blastos en Sistema Nervioso Central en Leucemia Linfoblastica Aguda

Estado del SNC Blastos en Liquido
Cefalorraquideo
(LCR)
SNC grado 1 Células blasticas no
detectables
SNC grado 2 < 5leucocitos / yL de células
blasticas
SNC grado 3 = 5 leucocitos / yL de células
blasticas
Paralisis de los nervios
craneales
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Se han relacionado con metastasis a diversas proteinas que participan en la migracion,
algunas de estas se expresan en tipos celulares especificos y su expresion se modifica en
circunstancias patologicas.

1.13 Miosinas Clase | y Cancer

Las miosinas de clase | han sido implicadas en la migracién celular, y hay evidencia de su
papel en diferentes tipos de cancer, ya que se ha relacionado a estas proteinas con
metastasis. Por ejemplo la miosina 1B se ha asociado con cancer de células escamosas de
cabeza y cuello®5'. En este tipo de cancer se ha encontrado frecuentemente invasion
tumoral en ganglios linfaticos; la invasividad y la migracion a diversos tejidos. Estos
procesos; se han relacionado con esta proteina motora, ya que al disminuir su expresion
por medio de RNA de interferencia ambos procesos se ven disminuidos. Ademas, se ha
observado un aumento en la migracion de las células escamosas por la sobreexpresion de
miosina 1B%. Estos eventos han propuesto a esta proteina como un marcador potencial
para prevenir la metastasis. Del mismo modo, miosina 1C se ha relacionado con el
incremento de la migracién de las células tumorales en cancer gastrico. Diversos estudios
demostraron que al ser inhibida su expresion por el microRNA miR-1375%, la migracion de
estas células se vio afectada y no se origind6 metastasis. Los ensayos reportados en ese
estudio sugirieron que los pacientes con alta expresion de miR-137 tenian mayor
supervivencia que aquellos donde la expresidon de este se encontraba disminuida. Otro
cancer que se ha relacionado con esta miosina es el de prostata®*donde se encuentra
aumentada. Especificamente la isoforma A de esta miosina 1C se encuentra disminuida en
cancer de endometrio. En un estudio fueron analizados diferentes estadios de carcinoma
de endometrio y se determind una disminucion en la expresién de Myo 1C en la
carcinogénesis de este tejido, por ello se relacion6 su baja expresion con la reduccion en la
velocidad de migracion a consecuencia de una capacidad disminuida de las células para
adherirse®®.

Las miosinas 1A y 1E también participan en cancer. Se ha demostrado que la miosina 1A
podria estar contribuyendo en la capacidad invasiva de los tumores colorrectales, debido a
que las mutaciones que presenta se han relacionado con la pérdida de polaridad celular y
el desarrollo de este tipo de cancer colorrectal®®. La ausencia de la miosina 1A impulsa el
proceso tumorigénico en el intestino, por lo tanto, la falta de proteinas estructurales o de
soporte del citoesqueleto trae como resultado la desdiferenciacion y la pérdida de la
polarizacién celular, favoreciéndose la progresion del tumor.

Por otro lado, la alta expresion de miosina 1E se ha asociado con un mal pronéstico en los
pacientes diagnosticados con cancer de mama, conociéndose como un regulador
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importante en la tumorigénesis en este tipo de cancer. Se propone que pueda estar
involucrada en la proliferacion celular y la pérdida de la diferenciacién en las células, debido
a que esta relacionada con la proteina ZO-1 (proteina que pertenece a la zonula occludens
o de uniones ocluyentes), la cual regula la formacién y la dinamica de las uniones célula —
célula y con diversas vias fisiolégicas que se basan en la actividad de PI3K (fosfatidilinositol
3 cinasa), via que es crucial en el crecimiento y la supervivencia celular, lo que favorece la
actividad metastasica®’-%8,

En resumen, existen diversos estudios que han vinculado a las miosinas Clase | con la
proliferacién e invasividad de tumores, sin embargo, se conoce poco sobre la asociacién
que pudieran tener estas proteinas con algun tipo de Leucemia. Solo hay un reporte que
relaciona a la miosina 1F con el gen de Linaje Leucémico Mixto (Mixed Lineage Leukemia
o0 MLL) en Leucemia Monocitica Aguda Infantil y este estudio determiné la fusién entre
ambos genes. Se conoce que los rearreglos del gen MLL estan asociados con un mal
pronéstico y un 80% de los lactantes con leucemia presentan translocaciones en este gen.
El gen de la miosina 1F se fusiona con MLL y se ha demostrado en otros trabajos que las
proteinas de fusion participan en la leucemogénesis®®, sin embargo, hasta el momento no
se ha estudiado si esta fusién en particular favorece el desarrollo de la Leucemia.

Los estudios que se han realizado con las miosinas Clase | y cancer han generado la
expectativa de que alguna de estas proteinas pueda tener un alto potencial como blanco
terapéutico o como posible biomarcador diagndstico o prondstico en este tipo de
padecimientos. Por ello el presente trabajo se centré en el estudio de las ocho miosinas
clase | en Leucemia Linfoblastica Aguda, padecimiento con alta incidencia en la poblacion
infantil.
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2.JUSTIFICACION

Las leucemias agudas (LA) son canceres del sistema hematopoyético que causan una
transformacion maligna de las células progenitoras linfoides y mieloides. Es el cancer mas
frecuente en la etapa pediatrica. A pesar de que la sobrevida de los pacientes con este
padecimiento ha aumentado considerablemente en las Ultimas décadas, aun se
desconocen con exactitud los factores que lo originan, por lo tanto, sigue representando el

30% de las muertes por cancer en nifios.

Actualmente se sabe que las miosinas de clase | participan en una gran variedad de
respuestas fisioldgicas; recientemente se determiné que tienen un papel muy importante en
la migracion de los linfocitos, células afectadas en la LLA. Por ello se considera que alguna
de estas proteinas pueda estar influyendo en la formacién de infiltrados tisulares en
pacientes con este diagnostico, por lo tanto, se pretende determinar que miosinas de esta
familia se expresan en linfocitos B humanos, como se altera su expresion en las leucemias
agudas y como estos cambios de expresién se correlacionan con la gravedad de la
enfermedad en pacientes con leucemia. El estudio tiene la finalidad de identificar si la
miosina 1G o alguna otra miosina de clase | pueda ser un factor prondstico que nos permita
clasificar de manera mas adecuada a los pacientes y obtener los mejores beneficios de las
opciones terapéuticas para un mejoramiento de la calidad de vida de la poblacion

oncoldgica pediatrica mexicana.
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3. HIPOTESIS

Los cambios en la expresidon de las miosinas de clase | se relacionan con el
incremento de la gravedad de los pacientes pediatricos con diagndstico de
Leucemia Linfoblastica Aguda.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar los cambios de expresiéon y contenido proteico de las miosinas de
clase | en las células leucémicas y su relacién con la gravedad de la
enfermedad en pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda
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5.0BJETIVOS PARTICULARES

e Determinar los niveles de expresién de miosinas clase | en linfocitos B
normales de humano.

e Evaluar la expresion de las miosinas de clase | en células leucémicas de
pacientes pediatricos y en células de individuos sanos.

e Evaluar la asociacion existente entre la expresion de alguna miosina clase
| con los criterios clinicos para estratificacion de riesgo alto en pacientes con
Leucemia.
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6.1 Pacientes

Se obtuvieron muestras sanguineas de 133 pacientes pediatricos en un intervalo de edad
de 0-18 afos, masculinos y femeninos con diagndstico de Leucemia, remitidos por el
servicio de Hemato-Oncologia, las muestras fueron proporcionadas por el laboratorio clinico
del Hospital Infantil de México “Federico Gémez” y Hospital Pediatrico de Moctezuma (Tabla
3). Las muestras se obtuvieron al diagndstico, al término de la primera fase de tratamiento
(Induccion a la remision), en esta fase el esquema terapéutico se basa en una ventana
esteroidea con prednisona. Posteriormente agregan vincristina, daunorrubicina, L-
asparginasa y metrotexate sin suspender la prednisona hasta el dia 28 y durante la fase de
consolidacién (un mes posterior a haberse obtenido la remisién completa), en esta fase la
estrategia de tratamiento es con altas dosis de metotrexato intercalando con ciclofosfamida,
citarabina, mercaptopurina y vincristina.

Los pacientes reunieron los criterios de inclusién y aceptaron su participacién en el estudio
mediante la firma de consentimiento informado (Carta de Consentimiento Informado en
Anexos).

El estudio fue aprobado por el Comité de Bioética y Seguridad del Hospital Infantil de México
“Federico Gémez” y del Hospital Pediatrico Moctezuma.

6.2 Criterios de determinacion de pacientes en estudio

6.2.1 Criterios de inclusion:

- Pacientes pediatricos de 0 a 18 afios del Hospital Infantil de México “Federico Gbmez” con
diagnostico documentado de leucemia linfoblastica aguda.

- Que sus cuidadores primarios acepten la participacion en el estudio a través de la firma
de carta de consentimiento informado.

6.2.2 Criterios de exclusion:

- Con tratamiento previo al diagnéstico de leucemia linfoblastica aguda.

- Con transfusiones previas al diagndstico de leucemia linfoblastica aguda.

6.2.3 Criterios de eliminacion:

- Cambio de unidad hospitalaria.
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- Cambio de domicilio fuera del area de influencia de la institucion (HIMFG).
- Que el paciente o cuidador primario decidan retirarse del estudio voluntariamente.

Para el grupo control se obtuvieron muestras sanguineas de individuos pediatricos de otros
servicios (Ortopedia del Hospital Pediatrico Moctezuma y Otorrinolaringologia Hospital
Infantil de México) en un rango de edad de 1-14 anos. Se corroboré que no presentaran
alteraciones hematolégicas mediante biometria hematica. Su participacién en el estudio fue
autorizada mediante consentimiento informado.

Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los pacientes y controles.

Pacientes LLA n=133
Edad Rango (7 meses a
16 anos)
Genero (%) 39F/61M
Estratificacion de riesgo AR 93/RH39
Inmunofenotipo LLA Pro-B 15
Pre - B 87
T9
B 17
Fallecidos (%) 16.54
Infiltracion (%) 16.54
Translocacion t9:22 (%) 3.75
Recaida (%) 10.52
Mala Respuesta a la Remision (%) 19.54
Controles n=61
Edad Rango (1-14 afios)

LLA, Leucemia Linfoblastica Aguda; F, Femenino; M, Masculino; AR, Alto riesgo; RH, Riesgo
Habitual; Pro-B/Pre-B, precursores tempranos de células B en Leucemia Linfoblastica Aguda; B,
precursores de células B en Leucemia Linfoblastica Aguda; T, precursores de células T en Leucemia
Linfoblastica Aguda.
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6.3 Purificacion de células mononucleares de sangre periférica

Las muestras de sangre periférica de pacientes con LLA se diluyeron con solucién salina
(NaCl 0.9%) con una relacion 1:1 (v/v).

La purificacion de células mononucleares (CMN) de sangre periférica se realizé mediante
la técnica de separacion por gradiente y centrifugacion; empleando LymphoPrep (Axis
Shield). Se procedié a hacer una mezcla de Lymphoprep con la muestra de sangre
problema ya previamente diluida con NaCl y se guardé una relaciéon v/v de 1:2 respecto al
lymphoprep; posteriormente se centrifugd a 2,000 rpm por 30 minutos a 20 °C. Después se
llevé a cabo la separacién de la capa de CMN y se realizaron 3 lavados con NaCl 0.9%, y
se centrifugd nuevamente por 10 minutos a 1, 200 rpm a 20 °C. En el ultimo lavado se
cambio el numero de revoluciones a 1,000 rpm.

Después de la purificacion de células, se llevo a cabo el conteo por la técnica de exclusion
con azul de tripano utilizando una camara de Neubauer.

6.4 Purificacién de Linfocitos B (Columnas magnéticas Miltenyi)

Para la purificacion de linfocitos B se utilizé el kit (Cell Isolation Kit [ human) y columnas
MACS de Miltenyi. Se realiz6 la separacion por seleccion negativa.

Se prepar6 una soluciéon de PBS pH7.2, 0.5% de BSA y EDTA 2 Mm y se mantuvo esta
solucion en hielo (2-8 °C), para realizar los lavados celulares.

Se utilizaron 10 CMN. Esta suspension celular se centrifugo a 300xg durante 10 min y el
sedimento celular se resuspendié con 40pl de la solucién de PBS ya antes mencionada vy,
se mantuvieron las células en hielo (2-8 °C).

Posteriormente se adicionaron 10 yL de la mezcla de anticuerpos (CD2, CD14, CD16,
CD36, CD43 y CD235a), se resuspendié e incubo por 5 minutos. Después de este tiempo
se adicionaron 30uL de la solucion de PBS y se resuspendié nuevamente. Para finalizar el
periodo de preparacion de la suspension celular, se colocaron 20 pyL de microperlas y se
hizo una incubacién durante 10 min. La suspension celular se mantuvo en hielo desde el
inicio (2-8 °C).

Después de obtener la suspension celular, se procedid a la separacion magnética utilizando
columnas LS de Miltenyi, previamente esta columna fue preparada con 3 ml de solucién
buffer (misma solucion utilizada en los lavados celulares). Posteriormente se fue colocando
la suspension celular poco a poco en la columna evitando la formacién de burbujas.
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6.5 Expresion de miosinas Clase | en CMN y Linfocitos B por PCR en
tiempo real

A partir de las células purificadas de los pacientes (CMN y Linfocitos B), se extrajo el RNA
total en un bafo de solucion monofasica de fenol e isotiocinato de guanidina-cloroformo
usando el reactivo de Trizol (Life Techonologies, Inc.)?® y con columnas RNeasy de Qiagen,
se procedié a realizar la extraccion siguiendo las instrucciones del fabricante. EIl RNA
obtenido fue almacenado en congelacion (-80 °C) y posteriormente procesado para la
obtencion de cDNA el cual se utilizoé para RT-PCR en tiempo real. El RNA total (250 ng) fue
retro-transcrito a cDNA por 15min a 42 °C con el Kit Quantiscript Reverse Transcriptase
(QIAGEN). La Integridad del RNA se comprobd utilizando el Bionalyzer 2100 (Agilent
Technologies).

Para las reacciones se utilizaron las sondas UPL (Roche). #1, #3, #11, #29, #62, #63, #80,
#89 con los oligos correspondientes para miosina 1A, 1B,1C, 1D,1E,1F, 1G y 1H (Se
muestran las secuencias en anexos). Como controles internos para normalizar cada
reaccion se usaron oligos para el gen constitutivo gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) #*(Secuencias de primers mostradas en anexos) y la sonda UPL (Roche) #60.

La amplificacion de cada secuencia de DNA se realizé con la mezcla Light Cycler 480
probes master (Roche) en un termociclador Agilent, bajo las siguientes condiciones: 95 °C
/10s, 56 °C /30s, 72 °C /11s durante 45 ciclos.

6.6 Expresion de miosina 1G por Inmunofluorescencia

Una alicuota de las CMN que se obtuvieron se ajusté a 10,000 células/10 microlitros. Se
colocaron dos puntos en cada laminilla y se dejaron secar a temperatura ambiente,
posteriormente se fijaron las células con formaldehido al 4 % a una temperatura de 4 °C por 20
minutos. Se hicieron 3 lavados con PBS 1X, cada uno 15 minutos en agitacion para eliminar
células no adheridas.

6.6.1 Tincion de Laminillas

Las células se lavaron en PBS al 0,1% / Tween 20 durante 40 min. Las muestras se
bloquearon con 2% de suero de cerdo en una camara humeda durante 1 hora 40 min. y
posteriormente con 05% de Triton X-100 por 20 min. Luego se lavaron dos veces durante
5 minutos. Las muestras se incubaron con el anticuerpo primario para la miosina 1G a
temperatura ambiente durante la noche a una dilucion 1: 100 (a partir de un stock 800 ug /
mL). Después de cinco lavados con PBS/Tween 20, las muestras se incubaron durante 1

h. a temperatura ambiente con IgG de cabra anti-conejo Alexa 647 (Jackson Immuno
Research) a dilucion 1: 200; finalmente, las células se lavaron ocho veces en PBS / Tween
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20. Para el montaje se utilizé una gota de vectashield (medio de montaje) con DAPI (Vector
Labs), se colocd sobre las preparaciones un cubreobjetos y se sello finalmente con esmalte.

Para obtener imagenes de las células tefiidas, se usé un microscopio confocal (Olympus
FV1000). Capturamos no menos de 5 micrografias del plano medio de las células a 60X
usando configuraciones idénticas para cada captura. Nos aseguramos que no se detectaran
pixeles saturados. Cuantificamos la intensidad media de fluorescencia de 50 a 100 células
por paciente en el momento del diagndstico y en las diferentes fases del tratamiento
(remisién y consolidacion). Las imagenes se analizaron utilizando el software Fiji Image J
(NIH); especificamente se midio la intensidad de fluorescencia media (MFI) de la periferia
en cada célula. Los resultados se expresaron como el promedio de MFI para cada paciente
usando unidades arbitrarias para la cuantificacion.

6.7 Expresion de miosina 1G por Inmunocitoquimica

Para evaluar la expresion de la miosina 1G se utilizaron anticuerpos especificos como anti-
Myo 1G de humano hecho en conejo (dilucién 1:750) y anti-lgG de conejo biotinilado
(Normal Rabbit Santa Cruz, Biotechnology).

Se hidrataron las células con un lavado en PBS 1X durante 5 minutos y se realiz6 la
recuperacion antigénica con citrato de sodio (0.01M, pH 6.0) por 15 minutos a 90 °C en
bafio maria con agitacion. Posteriormente se realizaron 2 lavados con PBS 1X. Para
eliminar la actividad de la peroxidasa enddgena se hicieron 2 lavados de 15 minutos con
metanol y peroxido de hidrogeno al 3%. Se bloqued la unidn no especifica de los
anticuerpos a las células, incubando las laminillas con leche durante 1 hora 30 min. a
temperatura ambiente en camara humeda. Las laminillas se sometieron a una segunda
incubacién toda la noche a temperatura ambiente con el anticuerpo primario (anti-Myo1g)
en camara humeda. Después de lavar con PBS 1X, las células se incubaron con el reactivo
ImMmPRESS HRP (Vector) durante 30 minutos a temperatura ambiente, luego se lavaron
con PBS y se incubaron con estreptavidina durante 10 minutos. Por ultimo, se reveld
mediante la adicion del substrato cromégeno Diamino-Bencidina (Dako). Las muestras
fueron tefiidas al mismo tiempo (1 min) en un mismo dia; la reaccién se detuvo con agua y
se contratind con hematoxilina, durante 1s. Las muestras se deshidrataron bajo las
siguientes condiciones: agua destilada, etanol al 70 %, etanol al 90 %, etanol al 100 % y
xileno; finalmente, las laminillas se cubrieron con resina.

Las células se visualizaron usando un microscopio Olympus, BX-40; se midi6 la intensidad
de tincion de 50 a 100 células por paciente en el momento del diagndstico y en las diferentes
fases del tratamiento para obtener el IOD (intensidad de densidad Optica) utilizando el
software Image - Pro Plus V 6.0, Media Cybernetics. Se cuantifico la tincidn de color marrén
de la periferia celular y se promediaron todos los valores de un paciente por fase de
tratamiento. Los resultados se expresaron como el promedio de los pixeles cuantificados
(IOD) en cada célula.
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7.1 Evaluacion de la Expresion de Miosinas Clase |

Para la evaluacion de la expresion de las de Clase | por PCR en tiempo real, se obtuvo el
cDNA de 10 pacientes con diagnéstico de Leucemia Linfoblastica Aguda y 10 individuos
pediatricos sanos. En las células de los pacientes las miosinas tuvieron una variacién en su
expresion. Al realizarse la comparacion se observd un aumento en la expresion de la
miosina 1B,1C,1G y 1H en los pacientes, asi como una disminucion en la expresion de
miosina 1A, 1D, 1E y 1F. Sin embargo, al realizar el analisis estadistico no se mostraron

diferencias significativas, s6lo se detecta una tendencia del cambio de expresién (Figura
4).
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Figura 4. Expresion relativa de las miosinas de Clase | en LLA (F.C.). F.C.= representa
las veces de cambio de un grupo con respecto al otro. Se comparé la expresion de las
miosinas de Clase | en CMN de pacientes e individuos pediatricos sanos. Los valores de
F.C. muestran una alta expresion de Myo 1B y 1C en los pacientes respecto a la expresion
del grupo control. El F.C. se obtuvo a partir del siguiente algoritmo de calculo.

AACt= ACt (paciente) - ACt (Control)

F.C= 2-00t
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De las ocho miosinas encontradas en las CMN de los pacientes, la expresibn mas
aumentada fue la de Miosina 1B, 1C y 1G. (Figura 5) mientras que la expresién mas
disminuida se encontré en la miosina 1A, 1D,1E y 1F en LLA (Figuras 6, 7, 8, 9).
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Figura 5. Expresion de la miosina 1B, 1C y 1G en LLA. Se comparoé la expresion de
Miosina 1B,1C y 1G en CMN de pacientes e individuos pediatricos sanos. Los valores de
F.C. muestran una alta expresién en LLA. Control n= 5, n=2, n=4, Pacientes n=8, n=9,
n=11.Se aplicaron las pruebas estadisticas, t-student y U-Mann Whitney para obtener el
valor de p, sin encontrar diferencia significativa en ninguno de los casos. (p=0.1562),
(p=0.2545), (p=0.7744).
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Figura.6.- Expresion de la miosina 1A en LLA. Expresion relativa de la miosina 1A en
CMN de nifios con LLA. Se observa una tendencia a la baja en la expresion del mRNA en
los pacientes. Se aplicé la prueba de U-Mann Whitney para obtener el valor de p.
(p=0.0889). Control n=2, Pacientes n=8.
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Figura 7. Expresion de la miosina 1D en LLA. Expresion relativa de Miosina 1D en CMN
de nifios con LLA, se observa una tendencia a la baja del mMRNA en los pacientes. Se aplic
la prueba estadistica t-student, para obtener el valor de p, (p=0.0635). Control n=5,
Pacientes=8.
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Figura 8. Expresion de la miosina 1E en LLA. La expresion del mRNA se observa
disminuida en los pacientes con LLA. Los valores F.C. tienen una tendencia a ser mas bajos
realizando la comparacion con el grupo control. Se aplicé la prueba estadistica de U-Mann
Whitney para obtener el valor de p, (p= 0.2222). Control n=5, Pacientes n=8.
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Figura 9. Expresion de la miosina 1F en LLA. La expresion de miosina 1F se observo
disminuida en los pacientes con LLA. Los valores F.C. tienen una tendencia a la baja en
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comparacion con los pediatricos sanos Se aplicd la prueba de U-Mann Whitney para
obtener el valor de p. (p=0.1485). Control n=4, Pacientes n=7.

Se obtuvo el F.C. (Fold Change) de las cuatro miosinas mas desreguladas en los pacientes
con LLA, encontrandose cuatro veces mas expresada la miosina 1B en pacientes que en
individuos sanos y seis veces mas la miosina 1C en LLA que en el grupo control (Figura
10).
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Figura 10. Fold Change (F.C). Se observa sobreexpresion de la miosina 1B (Myo 1B) y la
miosina 1C (Myo1C) y una expresién disminuida de Miosina 1E (Myo 1E) y Miosina 1F (Myo
1F) en los pacientes con LLA comparado con el grupo control. Pacientes n=5, Control n=5.

Como mencionamos anteriormente los linfocitos B son las células mas comunmente
afectadas en la LLA, por esta razén en este estudio se determiné la expresion de las
miosinas de Clase | en este linaje en especifico en células humanas, conociendo que
existen reportes de la expresion de estas proteinas en células B en un modelo murino. Los
resultados demuestran la expresién Unicamente de siete miosinas de clase | en linfocitos B
y se compard esta expresion con la de CMN de pacientes con LLA y de individuos sanos.
Se encontré alta expresion de Miosina 1C y 1D en los linfocitos B de individuos sanos
comparada con la expresién de células mononucleares de pacientes e individuos sanos
(Figuras 11, 12). Obteniendo el fold change, se observé que Miosina 1C es la proteina con
mayor expresion en células B humanas (Figura 12) (Tabla 4 Anexos).
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Figura 11. Niveles de expresiéon de las miosinas de clase | en linfocitos B y CMN de
pacientes LLA. Se encontraron siete miosinas de clase | expresadas en Linfocitos B. La
miosina 1C es una de las que mas se expresa en los Linfocitos B en comparacion con las
CMN de pacientes. Se aplico la prueba de ANOVA de una via y se encontré diferencia
significativa entre los grupos p (0.0296%).
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Figura.12.-Niveles de expresion de Linfocitos B y de CMN de individuos sanos. Se
realizé la comparacién de la expresion de las siete miosinas entre Linfocitos B y CMN. Se
observo alta expresion de la miosina 1C y 1D en los Linfocitos B de individuos sanos. Se
aplicé prueba de ANOVA y se encontré diferencia significativa entre los grupos (p
< 0.0001****),

De las ocho miosinas identificadas en las CMN no existian reportes en este tipo de cancer
pediatrico, sin embargo, el presente estudio se centré en estas proteinas debido a que se
han identificado como marcadores en otros tipos de cancer. En la literatura se sabia que
miosina 1G estaba expresada en todas las células sanguineas y principalmente los
linfocitos B y T, células blanco de este tipo de Leucemia, por lo tanto, se evalud la expresion
de miosina 1G en los pacientes pediatricos, y se extendio el analisis para evaluar las ocho
miosinas de clase | determinando que estas proteinas pueden jugar un papel importante en
este padecimiento.

7.2 Evaluacion de la expresion de Miosina 1G en CMN de pacientes

Se evalud la expresién de la miosina 1G en los pacientes al conocerse que su expresion
era alta en las células sanguineas y que podria asociar con las manifestaciones clinicas de
esta enfermedad. La expresion de la miosina 1G fue determinada en una poblacién de 100
pacientes y 18 individuos pediatricos sanos. Esta proteina se evalu6 al diagnéstico de los
pacientes y en las diferentes fases de tratamiento (remision y consolidacion) (Tabla 6). Se
encontrd a nivel de mMRNA, mayor expresion de Myo 1G al diagnéstico y en remision, esto
respecto al grupo control, mientras que la fase de consolidacion presento una expresion
similar con estos controles. (Figura 13). Por lo que, fue importante analizar la expresion de
la miosina 1G en los pacientes considerando su estratificacion de riesgo al momento del
diagnéstico. En las CMN de los pacientes se encontré mayor expresién de la miosina 1G
en el grupo de pacientes de riesgo alto al diagndéstico realizando al compararla con el grupo
control (Figura 14).
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Pacientes/Controles F.C.

Diagndstico /Control 3.35
Remisién/Control 294
Consolidacion/Control 1.84
Diagnéstico /Remision 113
Diagnostico/Consolidacion 1.81
Remision/Consolidacion 1.59

Tabla 6.- Fold Change (F.C.) de Miosina 1G al diagnéstico y en las fases de
tratamiento. (Fig.17 Anexos)
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Figura.13.- Expresion de la miosina 1G en LLA. Se observd que la mayoria de los
pacientes presentaron una mayor expresion de la miosina 1G al diagnéstico, también se
encontraron valores similares entre el diagnéstico y la remision. No se determind cambio de
expresion entre la consolidacion y el grupo control. Se aplico prueba no paramétrica U-
Mann Whitney entre grupos, p (<0.0001****), p (<0.0001****), p (0.0028**), p (0.0097**).
Diagndstico n=101, Remisién n=70, Consolidaciéon n=73, Control n=18.
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Figura 14. Expresion de la miosina 1G en CMN de pacientes de Riesgo Alto y Habitual.
Se observd que la expresion de la miosina 1G al diagndstico es mayor en los pacientes de
riesgo alto en comparacion con el grupo control. Se aplicé la prueba no paramétrica U-
Mann Whitney para obtener el valor de significancia. p <0.0014**, p <0.0001****, Riesgo
Habitual n=33, Riesgo Alto n=70, Control n=18.

Al conocer que el grupo de pacientes de riesgo alto tenian mayor expresion de la miosina
1G al diagndstico, comenzamos a estudiar la expresién en pacientes con diferentes criterios
clinicos de alto riesgo. Analizar los niveles de expresion en los pacientes con translocacion
(9:22), observamos que en las células mononucleares de estos nifios hay un aumento de
la expresién de la miosina 1G en fase de remisién y consolidacion respecto al grupo Control.
(Figura 15).
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Figura 15. Niveles de expresion de la miosina 1G en pacientes con translocacion
(9:22) Cromosoma Filadelfia. Se evalué la expresion de la miosina 1G en los pacientes
con translocacion, obteniéndose el F.C. Se observé cambio en la expresion entre la fase de
Consolidacion y el grupo control. La expresion es mayor en Remision y Consolidacién. El
valor de p fue calculado con la prueba no paramétrica U-Mann Whitney, (p 0.0194%), (p
0.0086**). Diagnostico n=5, Remision n=4, Consolidacién n=4, Control n=18.

Se analiz6é en 10 pacientes la expresion de la miosina 1G en sangre periférica y en M.O.
para determinar si los blastos de M.O. tienen diferencia con los que migraron y se
encuentran en sangre periférica. No se encontrd una diferencia de expresion de la miosina
1G entre células de sangre periférica y médula ésea (Figura 16). El diagndstico de los
pacientes se realiza por aspirado de M.O. y en esta investigacion se utilizaron muestras de
sangre periférica, por esta razon fue importante evaluar la expresion de Myo 1G en CMN
de ambas células y se pudo demostrar que al diagndstico no hubo cambio.
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Figura 16. Niveles de expresion de la miosina 1G en pacientes con LLA al diagnéstico.
Se mostré que la expresion de la miosina 1G es similar en las células de los pacientes en
sangre periférica (SP) y medula ésea (M.O). El valor de P fue calculado con la prueba no
paramétrica U-Mann Whitney (p 0.28), n=10.

Con los resultados obtenidos pudimos observar un aumento de Miosina 1G en los pacientes
con LLA a nivel del mensajero, sin embargo, para el grupo de trabajo era importante
determinar el contenido de la proteina en las células de estos pacientes. Para ello se
continuo con el analisis de esta proteina por Inmunofluorescencia.

7.3 Evaluacion de Miosina 1G en CMN por Inmunofluorescencia

Se determiné el contenido de Myo 1G por inmunofluorescencia. Se midi6 la intensidad de
fluorescencia de 50 a100 células por paciente y por fase de tratamiento. Se inicié el analisis
dividiendo la cohorte en dos poblaciones considerando la estratificacion de riesgo criterio
determinado por el area clinica, pacientes de Riesgo Alto (RA) y Riesgo Habitual (RH). En
el grupo de Riesgo Alto encontramos una disminucion de la proteina al diagnostico mientras
que los niveles en las fases de tratamiento se comportan igual al grupo control (Figura 18).
En el grupo de Riesgo Habitual no se observan cambios en el contenido de la miosina 1G
en ninguno de los grupos. (Figura 19).
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Figura 18. Analisis por Inmunofluorescencia de la proteina miosina 1G en pacientes
con LLA-RA. En los pacientes con estratificacion de Riesgo Alto encontramos diferencia
en el contenido de la miosina 1G entre el diagndstico y la fase de Consolidacion. Esta ultima
tiende a mostrar una expresién similar al control. El valor de p fue calculado por la prueba
U-Mann Whitney p < 0.0005**, p <0.0061**. Diagnostico n=77, Remisién n=53,
Consolidacién n=55, Control n=31.
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Figura.19.- Analisis por Inmunofluorescencia de la proteina miosina 1G en pacientes
con LLA-RH. Se determind el contenido de la miosina 1G en pacientes al diagndstico y en
las fases de tratamiento y se compar6 con las CMN de los nifios sanos. No se observo
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diferencia en ninguno de los grupos al aplicar la prueba de ANOVA. p (0.8367). Diagnéstico
n=25, Remision n=23, Consolidacion n=23, Control n=31.

Al observarse modificaciones en la expresion de la miosina 1G en el grupo de Riesgo Alto,
se analizo el comportamiento de esta proteina en pacientes que presentaron datos clinicos
de riesgo alto. Encontramos en los pacientes con recaida un nivel alto de la miosina 1G al
diagnéstico y disminuida en las fases de tratamiento; sin embargo los datos no mostraron
diferencias significativas (Figura 20). Se conservo el alto contenido de la miosina 1G en los
pacientes con recaida al realizar una comparacion con los pacientes de riesgo habitual y
riesgo alto (Figura 21).
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Figura 20. Analisis por Inmunofluorescencia de la miosina 1G en pacientes con
recaida. En las CMN de los pacientes con recaida, la miosina 1G presenta una tendencia
al aumento respecto a las fases de tratamiento y grupo control, sin embargo, no hubo
significancia estadistica analizado por ANOVA (p=0.4272). Diagndstico n=11, Remision
n=9, Consolidacion n=9, Control n=31.
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Figura 21. Analisis por Inmunofluorescencia de la miosina 1G en pacientes con
diversa estratificacion de riesgo. Se evalué el contenido de la proteina en los pacientes
de Riesgo alto, habitual y recaida. Encontramos un alto contenido de la miosina 1G en los
pacientes con recaida en el momento del diagnéstico. RA= Riesgo Alto, RH=Riesgo
habitual. Se aplico la prueba de U-Mann Whitney y t-student. Se encontré diferencia con un
valor de p (0.0481*), p (0.0128%). RA n=77, RH n=25, Recaida n=7.

Otro de los criterios clinicos en donde evaluamos la expresion de la miosina 1G fue en
pacientes con infiltracion al SNC. En ellos se observé una disminucion de Myo 1G en CMN
de sangre periférica al diagnostico. El contenido de la proteina va incrementando en las
fases de tratamiento. La expresion en las fases de tratamiento es similar a la que presenta
el grupo control (Figura 22).
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Figura 22. Analisis por Inmunofluorescencia de la miosina 1G en pacientes con
Infiltracién. En los pacientes con LLA que presentaron infiltrado se observa disminucion en
el contenido de la proteina miosina 1G y un aumento en las fases de tratamiento similar a
los valores basales del grupo control. Solo se observa diferencia significativa entre
diagndstico y control, diagndstico y fase de consolidaciéon. Los valores de p se obtuvieron
aplicando la prueba de U Mann-Whitney p (0.001***), p (0.045*). Diagndstico n=19,
Remision n=13, Consolidacion n=13, Control n=31.

Con los resultados obtenidos se demostré que los pacientes con recaida tienen una
tendencia a aumentar el contenido de la miosina 1G comparado con los controles. También
en algunos pacientes encontramos bajo contenido comparado con el grupo control. En la
figura 23 se muestran imagenes de Inmunofluorescencia representativas en las que se
observa alta fluorescencia en un paciente en recaida comparada con la expresion en el
paciente sin recaida y el individuo sano, se debe recordar que mayor fluorescencia indica
mayor contenido de la miosina 1G. (Fig.23)
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7.4 Evaluacion de la expresion de miosina 1G por Inmunocitoquimica

Se analizo a la proteina miosina 1G por Inmunocitoquimica ya que es una de las técnicas
mas utilizadas para diagnostico en enfermedades hematologicas. Se midié el 10D
(Intensidad de Densidad Optica) de 100 células por paciente al diagndstico y en cada fase
de tratamiento, asi como en cada uno de los individuos pediatricos sanos que se incluyeron
al protocolo. El valor de IOD se relaciona con la intensidad de tincién celular (color marrén)
que a su vez se asocia con el contenido de la miosina 1G. Como fue comentado
anteriormente, la cohorte fue dividida en dos grupos considerando la estratificacion de
riesgo de los pacientes. En el grupo de riesgo habitual el contenido de la proteina no
presento ningun cambio al diagnodstico comparado con las fases de tratamiento ni con el
grupo control. Existe una tendencia al aumento de la proteina al diagnéstico, dicho
contenido tiene un comportamiento similar en la fase de consolidacion. Esta tendencia al
incremento se observa respecto al grupo control y fase de remision (Figura 24).
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Figura 24. Andlisis por Inmunocitoquimica de la proteina Myo1G en pacientes con
LLA-RH. No se observa un cambio significativo en el contenido de la proteina entre las
CMN de los pacientes al diagnéstico ni durante el tratamiento. Ninguna de las fases mostré
un cambio respecto al grupo control. El valor de p se obtuvo aplicando la prueba de Kruskal-
Wallis (0.3226). Diagnéstico n=34, Remision n=32, Consolidacién n=32, Control n=61.
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Al igual que en la Inmunofluorescencia se analizé el contenido de la miosina 1G en las CMN
de los pacientes que presentaron criterios clinicos de riesgo alto, entre los criterios
analizados fueron translocaciones, respuesta a la ventana esteroidea, mala respuesta a la
remisién, infiltracion y recaidas.

En las CMN de los pacientes que tuvieron mala respuesta a la remisién encontramos un
aumento de la miosina 1G al diagnéstico respecto al grupo control, sin embargo, en la fase
de remision se observa un contenido similar que el diagnéstico. (Figura 25)
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Figura 25. Analisis por Inmunocitoquimica de la miosina 1G en pacientes con mala
respuesta al tratamiento. Se observé un alto contenido de la proteina en los pacientes al
diagndstico respecto al grupo control. No existi6 cambio significativo entre las fases de
tratamiento y la fase diagnostica, ese cambio tampoco se observa entre las fases y el grupo
control. El valor de p se obtuvo al aplicar la prueba U-Mann Whitney y fue significativo al
comparar la fase diagnéstica con el grupo control. p <0.0141*. Diagnostico n=24, Remision
n=16, Consolidacion n=16, Control n=61.

En los pacientes con infiltrados a SNC se evalu6 a la miosina 1G, y no se encontraron
cambios entre las fases de tratamiento ni en el grupo control, sin embargo, hay una
tendencia a aumentar en la fase diagnostica realizando una comparacién con el grupo
control y una tendencia a disminuir en la fase de consolidacién comparando con la fase
diagnostica y remision. (Figura 26)
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Figura 26. Analisis por Inmunocitoquimica de la proteina miosina 1G en pacientes
con infiltracién. Se determiné el contenido de esta proteina en pacientes con algun tipo
de infiltracién. No se observaron cambios significativos; se muestran tendencias al aumento
en el diagnodstico y disminucion en la fase de consolidacion. El valor de p se obtuvo al aplicar
la prueba de Kruskal-Wallis. p (0.2616). Diagndstico n=21, Remisién n=17, Consolidacion
n=17, Control=61.

Para confirmar los resultados obtenidos de los ensayos de inmunofluorescencia de los
pacientes que recayeron, se analizé por Inmunocitoquimica a la proteina miosina 1G, en
este grupo. Los datos indican una tendencia al aumento en el diagndstico que se mantiene
sin cambio en la fase de consolidacion esto respecto al grupo control. No se obtuvo una
diferencia significativa al aplicar la prueba estadistica de Kruskal-Wallis. (Figura 27).

Es importante comentar que la Inmunocitoquimica es una técnica muy utilizada en el ambito
clinico principalmente en padecimientos como el cancer, para la determinacién de
moléculas especificas en las células tumorales como posibles biomarcadores. Por ello solo
se confirmaron algunos de los datos que se obtuvieron por inmunofluorescencia por esta
técnica.
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Figura 27. Analisis por Inmunocitoquimica de la proteina Myo 1G en pacientes con
recaida. Se determiné el contenido de la miosina 1G en el grupo de pacientes que tuvieron
recaida; no se observan cambios significativos, nuevamente en este grupo. Se observa un
incremento en el diagnostico al grupo control y fase de remision. Los niveles en el contenido
proteico mostrados en la fase de consolidacion son similares a los que se muestra al
diagnéstico. El valor de p se obtuvo al aplicar la prueba Kruskal-Wallis. p (0.7817).
Diagndstico n=11, Remision n=9 Consolidacién n=9, Control n=61.
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Figura 28. Imagenes representativas de CMN de dos pacientes con LLA y dos
individuos pediatricos sanos. Las imagenes se adquirieron en un Microscopio Olympus

(Aumento 100X).

Con los datos obtenidos resultd importante realizar las asociaciones de los niveles proteicos
de la miosina 1G con las manifestaciones clinicas de cada uno de los pacientes, asi como
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&

la respuesta que ellos fueron presentando durante el tratamiento.
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Se llevé acabo la revisidon de expedientes clinicos y se obtuvieron diversos casos reportados
como graves con recaida temprana y un aumento de la expresion de Miosina 1G (Caso 1y
2) y pacientes de Riesgo Habitual con baja expresion de nuestra proteina (Caso 3y 4).

Se muestran imagenes representativas de CMN de sangre periférica de pacientes con LLA
al diagnéstico con diferente estratificacion de riesgo. Se muestran las imagenes tefidas por
medio de Inmunocitoquimica (panel izquierdo) y por inmunofluorescencia (panel derecho).

7.5 Casos Clinicos

K
o

-
-

7.5.1 Caso 1

Paciente Masculino de 6 afios con hiperleucocitosis al diagndstico (leucocitos 540,400);
Inmunofenotipo T; mala respuesta a la ventana de esteroide; mala respuesta al tratamiento
(Remision); presento recaida y fallecio.
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7.5.2 Caso 2

Paciente Femenino de 5 afios con Leucocitos de 20,400 al diagndstico, inmunofenotipo Pre-
B. Mala respuesta a la ventana de esteroide, mala respuesta al tratamiento (Remision),
presento recaida y falleci6.

47



7.5.3Caso 3

Paciente Femenino de 3 afos con Leucocitos de 8,000 a su diagndstico; presento
translocacion (12:21); inmunofenotipo Pre-B con buena respuesta a la ventana de
esteroide, buena respuesta a tratamiento, sin infiltracién, sin recaida y vivo.
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7.5.4 Caso 4

Paciente de ocho afos con leucocitos de 15,400 a su diagnéstico; inmunofenotipo Pre-B.
Con buena respuesta a la ventana de esteroide, buena respuesta al tratamiento (Remision),
sin infiltracion ni recaida y vivo
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8.DISCUSION

La leucemia es el cancer con mayor incidencia en nifios a nivel mundial y la Leucemia
Linfoblastica Aguda es el subtipo mas comun en la poblacion infantil, representando el 80%
de los casos. México tiene mayores incidencias en este cancer pediatrico y tasas de
mortalidad significativamente mas altas en comparacion con paises desarrollados. En estos
ultimos afios se han logrado grandes avances en el tratamiento de la LLA alcanzandose
una tasa de curacién del 90%. Este éxito sin duda se debe al desarrollo tecnoldgico y
cientifico de los tratamientos, el disefio de esquemas terapéuticos, asi como la deteccion
oportuna de clonas malignas para la identificacién de pacientes con alto riesgo de recaida.
Actualmente la eleccion del tratamiento se administra con base en el riesgo de recaida que
presentan los pacientes, el cual se determina por diversos criterios clinicos. Se han
establecido protocolos terapéuticos mas agresivos para alcanzar en estos pacientes una
tasa de curacion mayor a pesar de ello la tasa de recaida sigue siendo alta,
aproximadamente el 20% de los nifios recaen. Este evento origina el estudio detallado de
moléculas que puedan ser identificadas como posibles blancos terapéuticos con la finalidad
de mejorar las terapias.

Hay estudios que proponen a las miosinas como biomarcadores potenciales en diferentes
tipos de cancer. Estas proteinas dentro de este padecimiento se han relacionado con
metastasis®>5354%7 No hay algun reporte que haya asociado a esta familia de proteinas no
convencionales con la leucemia, a pesar de que se conoce que algunas de ellas se
expresan en las células blanco de este tipo de cancer.

El presente trabajo de investigacion se enfoco en el estudio de las Miosinas Clase | no
convencionales en LLA. Se evalu6 la expresion en células mononucleares de sangre
periférica de pacientes e individuos sanos y se identificaron a los 8 miembros de esta familia
de miosina. La expresion fue variable en las células de los pacientes (Figura 4); en ellos se
detectdé mayor expresion de Miosina 1B,1C y 1G (Figura 5) respecto a la expresion
determinada en los pediatricos sanos. Estas mismas células presentaron una expresion
disminuida de Miosina 1E y 1F (Figuras 8, 9).

Al realizar una evaluacion clinica de los expedientes de los nifios se encontré que los
pacientes con mayor expresion de la miosina 1B fallecieron durante el curso de la
enfermedad; tres de ellos presentaron mala respuesta a la ventana de esteroide y a la
remision; dos presentaron infiltracion. Se ha reportado que esta miosina juega un papel
importante en la migracién de células neoplasicas escamosas de cabeza y cuello, también
en la progresion del tumor en cancer cervical por incremento en la migracion de las células
cervicales.

La miosina 1B se ha asociado con mal prondstico en el cancer de cabeza y cuello®®®, su
participacion en la migracién dentro de esta enfermedad y los resultados que se obtuvieron
nos hace crear expectativas a futuro de una posible asociacién de la Myo 1B con la
Leucemia Linfoblastica Aguda o especificamente con un factor o criterio clinico que
predisponga al paciente al aumento de riesgo.
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Miosina 1C, también se ha asociado a diversas neoplasias y es considerada como un
oncogén en cancer gastrico®® porque al igual que la miosina 1B incrementa la migracion de
las células tumorales al estar sobreexpresada. Esta sobreexpresion se ha observado en
cancer de préstata y con los datos obtenidos en este estudio también en CMN de pacientes
con LLA; sin embargo, haciendo la revision clinica de ellos no hay por el momento
asociacion con algun criterio clinico que predisponga al paciente a un aumento de la
gravedad. El estudio de ambas proteinas en células neoplasicas leucémicas podria
contribuir con aportaciones que mejoren la terapia de los pacientes con LLA. Por otro lado
a pesar de que se observé un aumento en la expresion de Myo 1G en los pacientes, no
existen actualmente reportes que asocien a esta miosina especificamente con algun tipo de
cancer, pero su expresion ha sido estudiada en linfocitos, linaje celular afectado en la
LLA23,24_

La disminucion en la expresion de la miosina 1F era esperada (Figura 9), ya que los
reportes existentes la asocian con migracion en neutrofilos® y en este padecimiento estas
células se encuentran disminuidas por las alteraciones hematopoyéticas presentes en la
medula 6sea. Los pacientes con LLA cursan con neutropenia durante la evolucién de la
enfermedad como consecuencia de los tratamientos, por ello se cree que no es una
molécula que pueda proporcionar datos de la evolucién del padecimiento ni estar asociada
a LLA, aunque el hecho de estar disminuida al diagnéstico, denota un hallazgo de la
diminucion de un linaje celular (neutrofilos) por una anormalidad en la médula ésea.

Uno de los principales objetivos de esta investigacion, ha sido el inicio de la busqueda de
posibles marcadores celulares para LLA, por ello se analizé la expresiéon de estas miosinas
de clase | en Linfocitos B humanos como principales células blanco de este padecimiento,
ya que al conocer que miosinas se expresaban de manera basal en este linaje celular se
podia determinar las variaciones en las CMN de pacientes con LLA, considerando que el
porcentaje mayor de células estudiadas en estos pacientes son linfocitos B vy linfocitos B
inmaduros al tratarse de una LLA de linaje B, que es la que mas incide en los nifios.

Al analizar a los Linfocitos B encontramos que expresan mayormente a miosina 1C (Figuras
11 y 12). Con los resultados obtenidos de esta proteina y los reportes de su participacion
en cancer®®%% se podria proponer un estudio mas detallado en las células de estos
pacientes para determinar especificamente su participacion en este padecimiento.

Las miosinas que se expresaron en las células B humanas fueron, 1A,1B,1C,1D,1E,1F Y
1G, no se identificé a la miosina 1H. Existe un reporte que menciona la expresion y la
participacién de estas miosinas en linfocitos B de murinos. El conocer la expresion de estas
proteinas en Linfocitos B, permiti6 comparar la expresion de las siete miosinas entre las
CMN de pacientes y de individuos sanos respecto a la de los Linfocitos B. Se encontré que
la miosina 1A ,1D 1E y 1F estan menos expresadas en las CMN de los pacientes que en
las CMN de los individuos sanos respecto a la expresion determinada en los Linfocitos B.
Por otro lado, la miosina 1G se encuentra mas expresada en CMN de pacientes que en
CMN de controles (Figuras 5y 13).

Las miosinas de clase | mas estudiadas en linfocitos B, son Miosina 1Cy 1G, y se sabe que
ambas proteinas estan involucradas en la migracién de esta estirpe celular.
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El papel de Miosina 1C se ha relacionado con la estabilizacion de lamelipodios y filopodios,
especificamente involucrada en la dinamica del citoesqueleto®'%233, Mientras que el papel
de miosina 1G esta relacionado con migracion; su deficiencia disminuye la rigidez y
adhesion celular, asi como la tensibn de membrana, la cual afecta la polarizacion
originandose un movimiento celular mas lento. Lo contrario se observa en linfocitos T pues
al eliminar la expresion de Miosina 1G aumenta la velocidad y disminuye el angulo de giro
al migrar o explorar la superficie de la CPA34%41, Todos los estudios realizados por el grupo
de trabajo y otros grupos respecto a esta proteina y su expresion en células
hematopoyéticas (principalmente linfocitos) fueron los principales antecedentes para
estudiarla en Leucemia Linfoblastica Aguda.

Se identificd una sobreexpresion de la miosina 1G en pacientes con LLA al diagnéstico a
nivel de mRNA (Figura 13). Por otro lado, al igual que en la primera fase de tratamiento
(remisidn), la fase de consolidacion y el grupo control presentaron una expresion baja
respecto al diagndstico.

Al encontrarse sobreexpresada miosina 1G al diagndstico del paciente, se esperaba que la
expresion disminuyera en los pacientes que recibieran tratamiento es decir en la remisién y
en la consolidacion, siempre y cuando tuvieran buena respuesta al tratamiento y evolucion
favorable de la enfermedad. La disminucion de la proteina se encontré hasta la segunda
fase de tratamiento (consolidacion); se considerd que este cambio en la expresion fue una
consecuencia del tratamiento quimioterapéutico. Se sabe que la vincristina principal
quimioterapéutico afecta la formacién de microtubulos, por esto se cree que también podria
estar afectando la formacién de microfilamentos de actina, que son el soporte para la
miosina. Al disminuir la actina podria disminuir la miosina 1G.

Es importante comentar que parte de la terapia en la fase de consolidacion es el suministro
de metotrexato, que interviene en la sintesis de ADN y ARN, lo que influye en la formacion
de proteinas. Dicho mecanismo del farmaco podria estar repercutiendo en la sintesis de la
miosina1G, lo cual daria como resultado una baja expresion de la proteina en esta fase de
tratamiento.

Otra observacion importante de este estudio fue la sobreexpresion de la miosina 1G en las
células de los pacientes de riesgo alto comparada con la expresion del grupo control (Figura
14), esto condujo a realizar un analisis detallado de la expresion de la proteina en los
pacientes que presentaron criterios clinicos de riesgo alto desde su diagnéstico tales como
edad, hiperleucocitosis, translocaciones e infiltrados. También el seguimiento clinico que se
realiz6 en estos pacientes nos permitid estudiar la expresion en pacientes con mala
respuesta al tratamiento y recaida.

En los pacientes con translocacion (9:22) se observé un aumento de la expresion de la
miosina 1G en fase de Consolidacién (Figura 15), esto lo asociamos a una mala respuesta
al tratamiento que podria estar repercutiendo en la recurrencia de la enfermedad. Se debe
considerar que los nifios con t (9:22) confieren un mal prondstico especialmente cuando la
translocacion esta asociada a un recuento leucocitario alto y a una respuesta inicial lenta a
la terapia. En nuestra poblacién pediatrica detectamos 3 casos de 5 que presentaron
hiperleucocitosis (Mayor a 100, 000 leucocitos) al diagndstico y 2 casos con mala respuesta
al tratamiento desde inicio.
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Los pacientes con la t(9:22), son tratados con medicamentos inhibidores de proteinas con
actividad tirosin cinasa, especificamente en esta translocacion se inhibe la funcién de la
proteina BCR-ABL que se genera por la alteracion de los cromosomas 9 y 22. Esta proteina
aumenta el ciclo celular y produce un incremento en la proliferacion, es por ello que se
infiere que al no presentarse una respuesta adecuada al tratamiento por parte del paciente,
continua el aumento proliferativo de blastos, los cuales creemos presentan la mayor
expresion de la miosina 1G y por esta razén se da el incremento en la expresion de esta
proteina en la fase de consolidacion en estos nifios.

Fue importante determinar la expresion entre CMN de sangre periférica y CMN de médula
0sea, con la finalidad de demostrar que los blastos encontrados en sangre periférica tenian
una expresion similar a los que se estudiaron en medula ésea. Al realizar la comparacion
no se observo diferencia en la expresion entre ambos grupos (Figura 16).

Se determind el contenido de la proteina mediante inmunofluorescencia e
Inmunocitoquimica para relacionar los resultados con los que se obtuvieron a nivel RNA
mensajero.

Se inici6 con el analisis de la miosina 1G en los pacientes de riesgo alto y riesgo habitual,
con la finalidad de conocer si esta proteina pudiera estar participando en la estratificacion
de riesgo.

Especificamente por la funcién que presenta la miosina 1G en las células, se consideré que
estaria mas expresada en pacientes de riesgo alto, principalmente en aquellos que
presentaban infiltracion, ya que la formacion de infiltrados se podria ver favorecida por la
sobreexpresion de esta proteina motora; Los resultados mostraron un bajo contenido de la
Myo 1G en los pacientes de riesgo alto al diagndstico al compararse con el grupo control y
las fases de tratamiento. El contenido de la proteina durante el tratamiento se comporté de
manera similar al control (Figura 18). Mientras que en el grupo de pacientes de riesgo
habitual, la miosina 1G se mantuvo sin cambio.

La clinica se basa en diversos criterios para estratificar el riesgo en los pacientes, uno de
esos criterios, es la presencia de infiltrados al diagnéstico, presente en un 3 a 5% de los
nifios con LLA. Al evaluar la expresion de estos pacientes, se encontré una tendencia a la
baja de la proteina al diagnéstico, aunque dicho cambio no fue significativo (Figura 22); Se
conoce que al producirse un infiltrado, las células experimentan cambios en la expresion de
las proteinas involucradas en el proceso de movilidad celular; estas proteinas y el
microambiente de la célula permite que surjan dichas infiltraciones®'¢2,

En los niflos con LLA se conocen dos sitios santuarios o extramedulares principales que
protegen a las células tumorales de los agentes quimioterapéuticos (SNC y testiculo)'s, por
lo tanto, se considera que las células que migraron hacia estos sitios de infiltracion, son las
que pudieran tener mas alta expresién de la miosina 1G; esto no pudo determinarse porque
solo estudiamos la expresion en células de sangre periférica, las cuales se cree que tienen
una velocidad de movimiento mas disminuida que aquellas que fueron influidas por agentes
quimiotacticos a sitios determinados. Posteriormente, seria importante evaluar la expresion
de esta proteina en liquido cefalorraquideo de pacientes con infiltracion, para confirmar
nuestra teoria. La expresion disminuida de la miosina 1G en los pacientes de riesgo alto
podria deberse a la formacion de infiltrados que Unicamente estan presentes en este grupo
de pacientes.

53



Como fue mencionado anteriormente, era importante relacionar todos los criterios clinicos
que predisponen al paciente a incrementar la gravedad de la enfermedad con la expresion
de la miosina 1G. Entre los criterios evaluados tenemos; la respuesta al tratamiento, el
inmunofenotipo, la translocacién (9:22), la infiltracién y la recaida.

En los pacientes que recayeron, se observé una tendencia al aumento de la proteina
respecto a la expresion de las células del grupo control; este cambio no alcanzo
significancia estadistica (Figura 20), la propuesta seria incrementar a este grupo de
pacientes para realizar un estudio especifico que permita identificar de manera temprana la
predisposicion a una recaida, ya que suelen ser los pacientes que experimentan fracaso al
tratamiento y muerte.

La expresion de la miosina 1G en la fase de consolidacién del grupo de pacientes en recaida
es similar a la que se determin6 en las células en los mismos a su diagnostico, una
posibilidad es que el fracaso al tratamiento no permitié observar un cambio en la expresion
entre el diagndstico y la fase de consolidacién, observandose la misma tendencia. La
miosina 1G esta sobreexpresada en los pacientes con recaida, esto comparandose con los
pacientes de RA y RH al diagndstico (Figura 21). Esta expresion nos hacen pensar que es
consecuencia de que sus ceélulas progresan a varios sitios y la actividad migratoria de las
mismas debe estar incrementada.

El uso de la tincién por Inmunocitoquimica en este estudio nos permitié corroborar los datos
obtenidos por inmunofluorescencia, considerando que es una técnica muy utilizada para la
identificacion de moléculas blanco, en padecimientos como el cancer y enfermedades
hematoldgicas. La desventaja radica en que es una técnica menos sensible y a pesar de
que la cuantificacién se realiza con softwares especificos tiene cierto grado de variabilidad.

Los resultados de esta técnica mostraron un analisis no variable en el grupo de riesgo
habitual, entre el diagndstico, las fases de tratamiento y el grupo control; asi como se
demostré en la inmunofluorescencia (Figura 24). Lo mismo se observa al evaluar el
contenido de la Myo 1G en pacientes con Infiltracion (Figura 26).

Se observo nuevamente la tendencia al incremento de la miosina 1G en los pacientes con
recaida al diagndstico, conservandose dicha expresion en la segunda fase de tratamiento
(consolidacion), considerando que no se observa cambio entre estas fases por mala
respuesta al tratamiento (Figura 27).

El contenido de la miosina 1G también se analizé en pacientes que presentaron mala
respuesta al primer ciclo de tratamiento (remision) y se pudo determinar su contenido al
diagnéstico fue alto en estos pacientes respecto al grupo control. En la fase de remisién el
contenido proteico mantuvo igual a lo observado al diagndstico y en la fase de consolidacion
se encuentra una tendencia a la baja.

Al no existir cambios en el contenido de la proteina del diagnédstico a la remision en
pacientes con fracaso a este primer tratamiento, se podria generar expectativas de la
relacion de la miosina 1G con la respuesta al tratamiento quimioterapéutico; esta idea
prevalece al observar una tendencia a la baja en la siguiente fase de tratamiento
(consolidacion), debido a que los pacientes con mala respuesta vuelven a reinducirse, con
cambios en las dosis de tratamiento que podrian ya estar repercutiendo en la expresion de
la miosina 1G en la fase de consolidacion (Figura 25).
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Un objetivo primordial en este estudio fue asociar los criterios clinicos determinados por el
area médica con la expresion de la miosina 1G. De los cuatro casos clinicos presentados
se observan dos con alta tincién celular (color marrén) que cualitativamente se asocian con
alto contenido de la miosina 1G; estos pacientes presentaron mal prondstico por sus
caracteristicas clinicas expuestas desde su diagnéstico. Los otros dos casos muestran
caracteristicas clinicas de bajo riesgo, la tincién celular se encuentra disminuida (color
marron) al igual que la expresion de la proteina.

La fluorescencia de las células de los cuatro casos que no presentaron ningun factor de
riesgo alto es menor comparada con los casos que experimentaron recaida, que
cualitativamente se encuentra mas incrementada.

La inmunofluorescencia es una técnica altamente sensible que permite la deteccién de
moléculas celulares con el uso de anticuerpos especificos; La diferencia de los resultados
obtenidos por esta técnica y RT-PCR, posiblemente se deba a que en estos ultimos ensayos
se realiza la cuantificacion de todos los linajes celulares que constituyen a las CMN.

Se debe tomar en consideracion que al obtenerse las CMN purificadas se pueden adherir
a esta poblacién otras células o plaquetas, que pueden estar influyendo en la cuantificacion;
esto se descarta con la técnica de Inmunofluorescencia, al realizarse el conteo del
contenido de la proteina célula por célula. Aun teniendo la presencia de plaquetas o restos
eritrocitarios, estos son excluidos de la cuantificacién por el tamafio celular que presentan.

Los cambios distintos observados en la fase de consolidacion en ambas técnicas,
posiblemente sea consecuencia de las altas dosis de metotrexato'® que se les administra a
los pacientes en esta fase de tratamiento;Este farmaco impide la formacion del
tetrahidrofolato necesario para la sintesis de acidos nucleicos, este afecta principalmente a
las células que se encuentran en la fase S del ciclo celular al catalizar la forma activa del
folato enddégeno que es un donador de grupos metilo para la formacion de metionina en la
sintesis de proteinas; Al realizar la cuantificacion total de la expresidn del gen de la miosina
1G en las CMN que se encuentran disminuidas por uso del farmaco, se reduce el contenido
de la proteina, hecho que no ocurre en la inmunofluorescencia por que la cuantificacion de
la proteina no es dependiente del nimero de células.

Otro de los aspectos que podrian estar influyendo en las diferencias de los resultados de
RT-PCR e Inmunofluorescencia es la presencia de corte y empalme (Splicing) alternativo,
el cual es un proceso que experimentan mas del 90 % de los genes humanos. Mediante
este mecanismo se producen diferentes proteinas a partir de un gen, ocasionando variantes
proteicas que pueden presentar propiedades y funciones bioldgicas diferentes®64,
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9.CONCLUSIONES

El andlisis de la expresion de las miosinas de clase | en células mononucleares
de pacientes con Leucemia linfoblastica aguda mostro la expresién de las ocho
proteinas, demostrandose una sobreexpresion de Miosina 1B,1C y 1G.

La miosina 1B posiblemente podria estar influyendo en la gravedad de la LLA
debido a que en nuestra poblacién de estudio se detectaron casos reportados

clinicamente como graves con altos niveles de expresion de esta proteina.

Pacientes con LLA y t (9:22) sobreexpresan a la miosina 1G durante el
tratamiento de consolidacion.

En la poblacién pediatrica de estudio se detectaron nifios en recaida con alta
expresion de la miosina 1G.

La miosina 1G podria ser un posible marcador prondstico en la Leucemia
Linfoblastica Aguda.
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10. PERSPECTIVAS

Se pretende aumentar el numero de pacientes con LLA que han sufrido recaida
para determinar la expresion de Myo 1G en este grupo.

Incluir un mayor niumero de pacientes con t (9:22) con la finalidad de realizar el

analisis de expresion de Myo 1G.

Aumentaran el numero de pacientes con diagnéstico de LLA y los meses de
seguimiento clinico de los pacientes para la determinacion de Myo1G, se sugiere
monitoreo clinico hasta fase de mantenimiento.

Se iniciara el estudio piloto con Myo 1B, determinando su expresion en pacientes
pediatricos con LLA.
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Miosinas LB/CMN
Myo 1A
Myo 1B
Myo 1C
Myo 1D
Myo 1E
Myo 1F

Myo 1G

F.C.
Pacientes
23.50
2.20
85.28
37.74
27.60
7.65

8.90

12. ANEXOS

F.C.
Control
4.30
8.86
578.69
18.19
5.51
2.09

11.49

Tabla 4.- Fold Change (F.C.) de Miosinas Clase | Linfocitos B (LB)-Células

Mononucleares (CMN).
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F.C.Myo 1G

Figura.17.- Expresion de Miosina 1G. Se observa que al diagnéstico en las CMN hay un
aumento en la expresién de la proteina respecto a las fases de tratamiento y al grupo
control. DG=Diagnéstico, RM= Remisién, Cons. =Consolidacién, Ctl =Control.
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PRIMERS Tm %GC SECUENCIA

F-GAPDH 62.3 57.9 AGCCACATCGCTCAGACAC

R-GAPDH 60.2 52,6 GCCCAATACGACCAAATCC
F-Miosina 1G 59 63 CTCCCCCTCTCCTTCACTG
R-Miosina 1G 59 53 TGGAAACACCTTGCCTCAC
F-Miosina 1A 60 50 AAGCAGGCATCTCTCAAACG
R-Miosina 1A 60 50 GCTCATTGGGCTTTATGCAC
F-Miosina 1B 60 55 GGGCTTACTGGCTTGGATCT
R-Miosina 1B 60 50 ACAGCAACTGCATGCTTACG
F-Miosina 1C 60 55 ACAGGAAGATCATCGCCAAG
R-Miosina 1C 59 50 GACGAGCCAGGTAAAAGTGC
F-Miosina 1D 60 55 GAGAGACCGCCTCACCTTTT
R-Miosina 1D 59 50 TCGCCTCTTCATAGCCTTGT
F-Miosina 1E 60 58 GCAGGGAGAGGAGAAGCAA
R-Miosina 1E 60 58 GTCGCTGTCCATGTTGACC
F-Miosina 1F 59 55 GAGGAACTAAAGCCGGGAGT
R-Miosina 1F 60 61 GGTTCAGGGGGATCTTGG
F-Miosina 1H 59 57 CCTGGTCCTGCTACAGACTTG
R-Miosina 1H 60 50 GCATGTTTGCCCACTTTCTC

Tabla 5.- Secuencias de primers para las miosinas de clase | y GAPDH. Los
primers se obtuvieron mediante el programa de ROCHE.
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versal+Probe+Library&langld=-18&storeld=15006#tab-3
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Se invita a su hijo(a) para que participe en el
proyecto de investigacion titulado “Correlacion de la expresién de miosinas clase | con la
severidad de la enfermedad en pacientes con Leucemia Linfoblastica Infantil”, cuyo objetivo
principal es determinar en su paciente el estado de unas moléculas que pertenecen al
sistema inmune y se encuentran alteradas en nifios con leucemia. El procedimiento consiste
en permitir que utilicemos en el laboratorio de investigacion el remanente (residuo) de la
muestra sanguinea que se tome en el Hospital para uso diagnéstico o seguimiento clinico
en el servicio correspondiente. Los beneficios de este estudio no seran directamente para
mi nifo(a), ni para mi, seran para ayudar a ampliar el conocimiento sobre si los nifios con
Leucemia tienen alteraciones en su sistema inmunolégico y esto pudiera tener alguna
repercusion en el desenlace de su enfermedad.

Los riesgos de este estudio para mi niflo(a) consisten en un posible malestar en el momento
de sacar la muestra de sangre en el hospital, aunque esto se hara con equipo especial para
minimizar el posible malestar.

La participacion en este estudio es voluntaria. Es de mi conocimiento que seré libre de
retirar a mi hijo(a) de esta investigacion en el momento que lo desee, sin que esto afecte o
le sea negada la atencion necesaria para su tratamiento en esta Institucion y que se me
entregara una copia de esta hoja de consentimiento.

Yo he leido y comprendido la
informacién anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido
informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o
difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en este estudio de investigacion.
Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

Firma de la madre/padre o tutor:

Nombre del nifio(a):

Numero de expediente:

Diagnéstico:

Direccion:
Teléfono:

Esta parte debe ser completada por el Investigador ( 0 su representante)
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He explicado al Sr(a). la naturaleza y
los propdsitos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que
implica su participacién. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he
preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad
correspondiente para realizar investigacion en seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesion, de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el presente
documento.

Firma del Investigador:

Dr. Genaro Patifio Lépez

B.E. Laura Angelica Estrada Abreo

Direccion: Hospital Infantil de México “Federico Gémez” Laboratorio de Inmunologia vy
Protedmica

Teléfono: 52289917 Ext.4507

Fecha:
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ABSTRACT

Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) is the most frequent cancer in pediatric
population. Although the treatment has improved and almost 85% of the children
are cured about 20% suffer relapse, therefore finding molecules that participate in
the pathogenesis of the disease for the identification of relapse and patients at risk is
an urgent unmet need. Class I myosins are molecular motors involved in membrane
tension, endocytosis, phagocytosis and cell migration and recently they have been
shown important for development and aggressiveness of diverse cancer types,
however Myolg an hematopoietic specific myosin has not been studied in cancer so
far. We evaluated the expression of Myolg by qRT-PCR, Immunocytochemistry and
Immunofluorescence in a cohort of 133 ALL patients and correlated the expression
at diagnosis and after treatment with clinical features and treatment outcomes. We
found high expression levels of Myolg in Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs)
from patients with ALL at diagnosis and those levels decreased after complete
remission; furthermore, we found an increase in Myolg expression on patients
with 9:22 translocation and those who relapse. This study show that Myolg is over
expressed in ALL and that may participate in the pathogenesis of the disease specially
in high-risk patients.
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Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA ! g e
Matricula: 2133801762
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DETERMINACION DE LA
EXPRESION DE MIOSINAS Con base en la Legislacién de la Universidad Auténoma
CLASE | EN CELULAS Metropolitana, en 1la Ciudad de México se presentaron a
las 9:00 horas del dia 19 del mes de octubre del afio 2021

IDE p .
LINFOIDES ¥ SU RELACION POR VIA REMOTA ELECTRONICA, los suscritos miembros del

CON LA GRAVEDAD DE LA jurado designado por la Comisién del Posgrado:
LEUCEMIA EN PACIENTES
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Secretario el Ultimo, se reunieron a la presentacidén de la
Disertacién Publica cuya denominacidén aparece al margen,
para la obtencidédn del grado de:

DOCTORA EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL

DE: LAURA ANGELICA ESTRADA ARBREO

y de acuerdo con el articulo 78 fraccién IV del Reglamento
de Estudios Superiores de la Universidad Autdnoma
Metropolitana, los miembros del jurado resolvieron:

“LAURA ANGELICA ESTRADA ABREO
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interesada el resultado de la evaluacién vy, en caso
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