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l. RESUMEN

Introduccion: La leucemia linfobldstica aguda (LLA) se caracteriza por la
proliferacién no regulada de células precursoras comprometidas hacia el linaje
linfoide B o T. Las células troncales cancerosas (CSC) desempefian un papel
crucial en el origen y progresion de estas neoplasias debido a su capacidad de
autorrenovacion, entre los genes involucrados en el mantenimiento de la
troncalidad, se encuentra el factor de transcripcion OCT4 que es expresado en
células troncales tanto embrionarias como adultas y esta relacionado con
caracteristicas proliferativas, pluripotentes y de autorrenovacion. OCT4 puede dar
lugar a tres isoformas por corte y empalme alternativo del mRNA, OCT4A, OCT4B
y OCT4B1. La expresion de OCT4 en CSC promueve la carcinogénesis y el
desarrollo de tumores malignos, supervivencia global corta y quimiorresistencia.
Objetivo: Analizar la expresion de las isoformas OCT4A, OCT4B, OCT4B1 y su
asociacion con la recaida y la sobrevivencia de los pacientes con diagnéstico de
leucemia linfoblastica aguda. Material y métodos: Se analizaron un total de 80
muestras; 65 nifios con LLA y 15 nifios sin LLA, el fenotipo inmunoldogico de las
células blasticas de los casos fue evaluado mediante citometria de flujo
multiparamétrica y el analisis de la expresion del mRNA de las isoformas de OCT4
fue mediante RT-gPCR. Resultados: OCT4A (p= 0. 0241), OCT4B (p=0. 0256) y
OCT4B1 (p= 0. 0421) mostraron mayor expresion en muestras de nifios con LLA
en comparacion con muestras de nifilos sin LLA. En pacientes que tuvieron
recaidas se observdé un incremento en la expresion del mRNA de OCT4A
(p=0.1809), OCT4B (p=0.1191) y OCT4B1 (p=0.1138). La alta expresion de la
isoforma OCT4A (OR, 2.8, p= 0.097), OCT4B (OR, 2.7, p=0.106) y OCT4B1 (OR,
1.9, p=0.283) parecen contribuir en el riesgo de sufrir una recaida comparado con
aquellos pacientes con LLA con baja expresion de las isoformas de OCT4 y con
caracteristicas clinicas de bajo riesgo. Conclusién: Las isoformas de OCT4 se
expresan y se encuentran elevadas en las muestras de pacientes con LLA

especialmente en aquellos con recaidas.

1|Pagina



Palabras clave: leucemia linfoblastica aguda, isoformas de OCT4, riesgo de

recaida.
ABSTRACT

Introduction: Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is characterized by the
unregulated proliferation of B or T lymphoid precursor cells. Due to their ability to
self-renewal, cancer stem cells (CSC) play a crucial role in the origin and
progression of ALL. In embryonic and adult stem cells, the expression of the
octamer-binding transcription factor 4 (OCT4) is associated with proliferative,
pluripotency, and self-renewal characteristics. Alternative splicing generates three
isoforms: OCT4A; OCT4B; and OCT4B1. In CSC, carcinogenesis, malignant tumor
development, short overall survival, and chemoresistance are promoted by OCT4
expression. Objectives: This study aimed to investigate the expression of the
OCT4 isoforms, and the association of isoforms expression and relapse or survival
in ALL patients. Material and methods: A total of 80 samples were analyzed: 65
children with ALL; and 15 children without ALL. The immunological phenotype of
the blast cells of the cases was evaluated by multiparametric flow cytometry and
the analysis of OCT4 isoforms mRNA expression was assessed by RT-gPCR.
Results: The expression of OCT4A, OCT4B and OCT4B1 was higher in ALL
cases (p-value: 0.0241, 0.0256, 0.0421) than children without ALL. In patients who
had relapsed, the OCT4A, OCT4B, and OCT4B1 mRNA expression were
increased (p-value: 0.1809, 0.1191, 0.1138). The high expression of OCT4A,
OCT4B, and OCT4B1 seem to contribute to the risk of relapse in children with ALL
(OR, 2.8, p = 0.097; OR, 2.7, p = 0.106; OR, 1.9, p = 0.283) compared with low
expression of OCT4 isoforms and with low-risk clinical characteristics.
Conclusion: OCT4 isoforms expressions are elevated in samples from patients

with ALL, and especially patients with relapses.

Key words: acute lymphoblastic leukemia, OCT4 isoforms, risk of relapse.
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l. INTRODUCCION

El desarrollo de células hematopoyéticas normales es un proceso ordenado y
estrechamente regulado por una compleja red de factores intrinsecos y sefiales
microambientales que controlan el destino celular dentro de la médula Osea
(Boulais & Frenette, 2015). En los trastornos hematolégicos malignos, incluidas
las leucemias agudas, la proliferacion incontrolada de los precursores de las series
linfoides o mieloides detenidos en un estado indiferenciado sostiene el crecimiento
del tumor a expensas de la produccion normal de células sanguineas (Pelayo et
al., 2015). La leucemia linfoblastica aguda (LLA) se caracteriza por la proliferacién
no regulada de células precursoras comprometidas hacia el linaje linfoide B, la
mas frecuente en la infancia con el 80% de los casos y el linaje linfoide T que
comprende del 10 al 15% de los casos de LLA pediatrica (Siegel et al., 2012).
Estas células inmaduras invaden a la médula 0sea y sangre periférica, asi como
también a sitios extramedulares como el higado, bazo y ganglios linfaticos (Pui et
al., 2008).

El pronéstico de la leucemia depende en gran medida de su tipo y las
caracteristicas del paciente en el momento del diagndstico, uno de los factores
predictivos importantes de la tasa de remision es la edad del paciente, debido a
gue en pacientes mas jovenes se encuentran los tipos genéticos y celulares
favorables y que pueden lograr la remisién mientras que el riesgo de mortalidad
relacionada con el tratamiento asociado con la quimioterapia aumenta
considerablemente en pacientes <1 afio de edad o de edad avanzada (Rose-
Inman & Kuehl, 2017). También se tienen en cuenta factores como las
alteraciones citogenéticas y moleculares, el recuento de glébulos blancos en el
momento del diagnostico, la respuesta a la terapia primaria y el fenotipo de los
blastos (células precursoras linfoides B y T/células precursoras mieloides)
(Friedmann et al., 2009). Sin embargo, la deteccion de la enfermedad minima
residual ha reemplazado a muchos de estos factores prondsticos mencionados
anulando su impacto pronéstico en la respuesta al tratamiento, principalmente

porque esta informacion identifica a los pacientes con LLA con mayor riesgo de

3|Padgina


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4566035/#B6

recaida y muerte (Short et al., 2017). Los regimenes de quimioterapia han
mejorado el prondstico y las tasas de supervivencia de los pacientes a mas de
90% a cinco afos. Sin embargo, un porcentaje considerable de pacientes no
responde y recae (Hunger et al., 2015), evento relacionado con las células
troncales cancerosas (CSC) en quiescencia que sobreviven después de la
quimioterapia o radiacion y dan lugar a tumores mas invasivos y quimioresistentes

(Mohiuddin et al., 2019).

La mayoria de los genes implicados en las neoplasias hematolégicas codifican
para factores de transcripcion, muchos de los cuales han revelado ser importantes
reguladores del ciclo celular, proliferacion, diferenciacion y supervivencia de los
precursores linfoides y mieloides (Neelkamal, 2013), donde las CSC desempefian
un papel crucial en el origen y la progresion de los tumores y poseen la capacidad
de autorrenovacion (Di et al., 2013).

El factor de transcripcion OCT4 de la familia Pit-Oct-Unc (POU), es expresado en
células troncales tanto embrionarias como adultas, esta relacionado con
caracteristicas proliferativas, pluripotentes, de autorrenovacion y es considerado
como un marcador de CSC (Pan et al.,, 2002). OCT4 se modifica mediante
empalme alternativo e iniciacion de traduccion alternativa, conduce a la produccion
de 3 isoformas: OCT4A, OCT4B y OCT4B1 con diferentes funciones (Jerabek et
al., 2014).

Takeda et al., (1992), informaron por primera vez que OCT4A y OCT4B eran las
principales variantes del gen OCT4, mientras que OCT4B1 fue descubierta por
Atlasi et al., (2008). OCT4A se expresa altamente en células troncales
embrionarias (ESC, por sus siglas en inglés) pluripotentes, su expresion se regula
negativamente durante la diferenciacién, y la inactivacion de este factor en las
ESC produce una diferenciacién (Zaehres et al., 2005). OCT4A se limita al nacleo
de las ESC, carcinoma embrionario, células troncales del cancer, células
germinales y tumores de células germinales, donde actia como factor de
trascripcion clave para mantener la autorrenovacion y la pluripotencia de las

células. En contraste, OCT4B se expresa predominantemente en el citoplasma
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de las células cancerosas y es incapaz de sostener la pluripotencia de las ESC
(Shen et al., 2014), se ha observado que aumenta la proliferacién y formacion
de tumores, actuando como un factor antiapoptoético en células cancerosas (Li et
al., 2015). Por otra parte, OCT4B1 se localiza tanto en el citoplasma como en el
nucleo de células indiferenciadas y pluripotentes (Panagopoulos et al., 2008), y
se ha demostrado que también contribuye en el proceso de tumorigenesis como

factor antiapoptético (Mirzaei et al., 2016).

Diversos estudios han demostrado que OCT4 regula proliferacion, metastasis
del cancer y desempefia un papel importante en la tumorigénesis. Ademas de
gue sirve como marcador pronostico de la enfermedad, se ha informado una
expresion anormal de OCT4 en una variedad de tumores sélidos, en los que
induce pluripotencia y suprime la diferenciacion (Yasuda et al., 2011), también se
ha sugerido que este factor de transcripcion pudiera considerarse como un
marcador de prediccion pronéstica para el tumor de células germinales
testiculares (TGCT) y para los canceres de pancreas, higado y pulmén (Villodre
et al., 2016). OCT4 se expresa fuertemente en el cancer de préstata recurrente
(Guzel et al., 2014), mientras que, en pacientes con carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello, el aumento de la expresion de OCT4, como
resultado de la activacion de la via citoplasmica/B-catenina nuclear, se asocié con
un peor pronéstico (Lee et al., 2014). Otro estudio reveld que los altos niveles de
OCT4 predicen una supervivencia global mas corta en el cancer gastrico
humano (Kong et al.,, 2014). Ademas, OCT4 juega un papel valioso en la
progresion y el pronostico del carcinoma gastrico, en donde la alta expresion de
OCT4 se asocia con un alto grado de tumor, metastasis ganglionar, tumores en
estadio Il 'y una supervivencia global mas corta, también se asocia
significativamente con la expresion de Ki-67 y VGEF, lo que mejora la proliferacion

tumoral y la angiogénesis (EI-Guindy et al., 2019).

En contraste, diversos informes han mostrado que la baja expresion de OCT4
inhibe la proliferacién celular o la metastasis en diferentes tipos de células

cancerosas (Wang et al., 2013). Ademas de que la eliminacion enddgena o la
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sobreexpresion ectépica de OCT4 son cruciales para controlar el papel que juega
en la iniciacién y propagacion del tumor (Wang et al., 2015).

Un estudio realizado mediante citometria de flujo multiparamétrica en pacientes
con leucemia mieloide aguda (LMA), fue analizada una alta expresién de
marcadores de ESC, incluido OCT4, observando que los niveles de OCT4 fueron
mas altos en el compartimento leucémico inmaduro que contienen células
troncales leucémicas (células CD34+CD38-) (Picot et al., 2017). Un estudio
realizado a 103 muestras de médula 6sea de pacientes con LMA observaron que
la cantidad de glébulos blancos era mayor en aquellos pacientes que tuvieron alta
expresion de OCT4 a comparacion con aquellos pacientes con una baja expresiéon
de OCT4 (18.2x10° versus 2.7x10%), observando también que los pacientes <70
afos de edad y con expresion alta de OCT4 tuvieron una supervivencia global
significativamente mas corta que aquellos con baja expresion de OCT4, estos
hallazgos sugieren que la alta expresion de OCT4 es un evento comun y puede
tener un impacto adverso en el prondstico de pacientes con LMA (Yin et al., 2015).
En un estudio reciente analizaron la correlacion de la expresion de OCT4 con las
caracteristicas clinico-patoldgicas y los perfiles de supervivencia en pacientes con
LMA y observaron que, a comparacion con sus controles, la expresion de mRNA
de OCT4 fue mayor en pacientes con LMA y se correlacion6 con la presencia de
cariotipo complejo, estratificacion de mayor riesgo y podria servir como un
biomarcador convincente para predecir un prongstico desfavorable en pacientes
con LMA (Xiang et al., 2018). Diversas investigaciones han demostrado que OCT4
esta sobreexpresado en muchos tipos de cancer y que podria ser un ejemplo de
marcador con valor prondstico debido a que correlacionan la alta expresion de
OCT4 con un peor pronostico en los pacientes, es decir, tumores mas agresivos,
supervivencia global corta o quimiorresistencia, sin embargo, el nivel de expresion
de las isoformas OCT4A, OCT4B, OCT4B1 y la correlacién con la recaida y
supervivencia de pacientes con leucemia linfoblastica aguda no han sido
investigadas, por lo que incluir esta informacion en el analisis contribuira en el
diagndstico en la etapa temprana de la enfermedad. Con este fin el objetivo del

estudio es analizar la expresion de las isoformas OCT4A, OCT4B, OCT4B1 y su
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asociacion con la recaida y la sobrevivencia de los pacientes con diagndstico de
leucemia linfoblastica aguda.

Il MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudio

Un total de 65 muestras de pacientes con LLA fueron incluidas en el estudio, una
parte de las muestras fueron tomadas del biobanco del Laboratorio de
Biomedicina Molecular de la Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas de la
Universidad Auténoma de Guerrero y otra parte fueron tomadas en el servicio de
oncologia pediatrica del Instituto Estatal de Cancerologia “Dr. Arturo Beltran
Ortega” de Acapulco, Gro., en el periodo de septiembre del 2016 a abril del 2020.
Dicha poblacion fue diagnosticada con LLA mediante citometria de flujo
multiparamétrica. Por otra parte, se captaron 15 muestras de sangre periférica de
nifios sin leucemia aguda que asistieron al laboratorio clinico del Hospital General
de Acapulco, Guerrero, sin antecedentes de leucemia y cuenta normal de
leucocitos (4—10 x 10 * leucocitos/mm ). Los sujetos de ambos grupos de estudio
tenian entre 1 y 17 afos de edad, se consideraron ambos sexos y que fueran

residentes del estado de Guerrero, México.
Recopilacion de informacion

Las caracteristicas clinicas y algunos datos de biologia molecular de todos los
pacientes incluidos en el estudio fueron tomados de los expedientes clinicos.
Dentro de la informacion recabada se considerd la edad, sexo, recuentos de
glébulos blancos, translocaciones cromosomicas, recaidas, porcentaje de blastos

al inicio, tipo de leucemia y porcentaje de marcadores de diferenciacion.

Captacion de muestras biologicas

Se tomaron muestras del banco de leucocitos de LLA que pertenece al laboratorio
de Biomedicina Molecular de la Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas, y

muestras de sangre periférica de nifios sin leucemia aguda del Hospital General
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de Acapulco, Guerrero. Las muestras de sangre periférica o0 médula 6sea fueron
colectadas en tubos con EDTA y almacenadas a 2°C — 8°C, se purificaron los
leucocitos de la muestra de sangre periférica mediante una lisis osmética selectiva
de eritrocitos, se extrajo el RNA total de las muestras bioldégicas mediante el
meétodo de Trizol de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA).

Inmunofenotipificacion por citometria de flujo

Se utilizo el citbmetro de flujo FACSCanto Il (Becton Dickinson Biosciences) para
realizar el analisis inmunofenotipico de las distintas subpoblaciones celulares en
muestras de médula 6sea, se empleé un panel de anticuerpos monoclonales
(AcMo) conjugados con fluorocromos utiles para la caracterizacion fenotipica de
leucemias agudas, combinados en 5 fluorescencias distintas. Fluorocromos
utilizados: FITC/PE/PERCP/PECY7/APC (Becton Dickinson Biosciences). Los
anticuerpos monoclonales utilizados fueron: CD1a, CD2, CD3, CD5, CD7, CDS,
CD10, CD11b, CD13, CD15, CD19, CD20, CD21, CD22, CD33, CD34, CD41,
CD45, CD56, CD79a y CD117 (Becton Dickinson Biosciences) (Anexo 1). La
recaida fue definida como reaparicion de un conteo >20% de blastos en medula
0sea o la presencia de infiltrados leucémicos en algun sitio del organismo después

de completar la quimioterapia de induccion.
Transcripcion Reversay PCR cuantitativa (RT-gPCR)

Se utilizé el Kit “SuperScript™ |l First Strand Syntesis (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) para la sintesis de cDNA a partir de RNA total (1 pug) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Una vez obtenido el cDNA para la PCR en tiempo real
se utilizé un ensayo que contuvo la sonda TagMan y los primers disefiados para
cada una de las isoformas OCT4A, OCT4B y OCT4B1: se utilizd el reactivo
TagMan Universal PCR Master Mix Il de la marca Applied Biosystems (Foster City,
CA, USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, usando los
oligonucleétidos reportados (tabla 1) por Asadi et al.,, 2011. En cuanto a los
volumenes de reaccidn utilizados fueron los siguientes: 10 uL del PCR Master Mix,

1 yL del ensayo conteniendo la sonda TagMan y los iniciadores, 2.5 L de cDNA 'y
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agua ultrapura. Todas las reacciones se realizaron por duplicado y para normalizar
los resultados de expresion se utilizé el gen enddogeno GAPDH. Las condiciones
de amplificado fueron: etapa inicial a 94°C durante 2 minutos, se realizaron 40
ciclos: 94°C durante 15 segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 1
minuto. La expresion de los mRNA se determiné a partir del ciclo de umbral (Ct) y
los niveles de expresion relativos se calcularon mediante el método 224

et al., 2006).

(Nolan

Tabla 1. Secuencias de oligonucledétidos de las isoformas de OCT4 y GAPDH para
RT-qPCR (Asadi et al., 2011).

Tamario del
Gen Oligonucleétidos Secuencia amplificado
(bp)
OCT4A F CGCAAGCCCTCATTTCAC 111
R CATCACCTCCACCACCTG
P CTTCGGATTTCGCCTTCTCGCCC
OCT4B F CAGGGAATGGGTGAATGAC 177
R AGGCAGAAGACTTGTAAGAAC
P AGTTAGGTGGGCAGCTTGGAAGGCA
OCT4B1 F GGGTTCTATTTGGTGGGTTCC 128
R TCCCTCTCCCTACTCCTCTTCA
P ATTCTGACCGCATCTCCCCTCTAAG
GAPDH F GTGAACCATGAGAAGTATGACAAC 123
R CATGAGTCCTTCCACGATACC
P CCTCAAGATCATCAGCAATGCCTCCTG

Abreviaciones: F, primer sentido; R, primer antisentido; P, sonda (por sus siglas en
inglés).

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados en el software estadistico STATA (Version 14.0). La
normalidad de las variables se analiz6 mediante el uso de la prueba Shapiro-Wilk.
Se realizaron frecuencias absolutas y relativas de las variables cualitativas, para
los datos continuos se presentan como media y desviacién estandar. La prueba
estadistica de Mann-Whitney se empleé para comparar las diferencias de los
niveles de expresién del mRNA de las isoformas de OCT4 en pacientes con y sin
leucemia linfoblastica aguda. Las tasas de supervivencia global se calcularon con
el intervalo entre la fecha del diagnéstico y la fecha de muerte o el dltimo

seguimiento. La supervivencia de los grupos de pacientes se compard mediante la
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prueba de log-rank. Un valor de p<0.05 fue considerado estadisticamente

significativo.

[I. RESULTADOS

Caracteristicas clinicas y generales de la poblacién

Se trabajé con un total de 80 muestras; 65 de nifios con LLA que fueron tomadas
del banco de leucocitos de LLA que pertenece al laboratorio de Biomedicina
Molecular de la Facultad de Ciencias Quimico-Biolégica y del servicio de
oncologia pediatrica del Instituto Estatal de Cancerologia “Dr. Arturo Beltran
Ortega” de Acapulco, Gro. El grupo control lo conforman 15 nifios aparentemente
sanos, sin leucemia y cuenta normal de leucocitos que fueron captados en el

laboratorio clinico del Hospital General de Acapulco, Gro.

De acuerdo a la informacion recabada los nifios sin LLA tuvieron un promedio de
edad de 9.7 afnos, mientras que un promedio de edad de 8.4 afios fue para el
grupo de nifios con LLA, donde prevalecio el género masculino (53.85%). En
cuanto a otras caracteristicas clinicas y moleculares de los nifilos con LLA; el
90.77% (59/65) presento un fenotipo inmunoldgico de LLA de precursores B, un
7.69% de precursores T (5/65) y solo un caso de LLA-bifenotipica 1.54% (1/65), el
81.54% (53/65) de los pacientes no presentaron alteraciones cromosoémicas y el
resto (18.47%) fueron positivos para al menos una translocacion. Con base a los
grupos de riesgo, se encontré mayor frecuencia (61.54%) de nifios con LLA en el
grupo de bajo riesgo de acuerdo a la edad (>1-<10 afios) y un 75.38% fueron de
bajo riesgo de acuerdo al conteo inicial de leucocitos (<50,000 mm?®) al momento
del diagndstico, observando también que 60.00% tuvieron al menos una recaida
(Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas generales y datos clinicos de nifios con y sin leucemia

linfoblastica aguda (LLA).

Variable Casos Controles
n (%) n (%)
65 (100) 15 (100)
Edad
8.4+4.4 9.7+7.0
Genero”
Masculino 35 (53.85) 8 (563.33)
Femenino 30 (46.15) 7 (46.67)
Tipo de leucemia®
LLA-B 59 (90.77) -
LLA-T 5 (7.69) -
LA-bifenotipica 1(1.54)
Presencia de translocacién’
Negativa 53 (81.54) -
t (12;21) 4 (6.15) -
t (9;22) 2 (3.08) -
t (15;17) 1 (1.54)
t (1;19) 2 (3.08)
TAL1 3(4.62)
Riesgo por edad”
Bajo (>1 - <10 afios) 40 (61.54) -
Alto (<1 - >10 afos) 25 (38.46) -
Riesgo por cuenta de
leucocitos al diagnéstico®
Bajo <50,000 mm?® 49 (75.38) .
Alto >50,000 mm?® 16 (24.62) -
Recaida durante el
tratamiento”
Sin recaida 39 (60.00) -
Con recaida 26 (40.00) -
Estado del individuo®
Vivo 47 (72.31) -
Finado 18 (27.69) -

“Los datos representan media + desviacion estandar, “Frecuencia absoluta y relativas, n (%).

11|Pagina



&

104

Expresion Relativa de mRNA OCT4A/GAPDH

Analisis de la expresion de OCTA, OCT4B, OCT4B1 en nifios con LLA y sin

LLA.

El analisis de la expresion de las isoformas del mMRNA de OCT4, mostré un
incremento en la expresion del MRNA de OCT4A (p= 0.0241), OCT4B (p= 0.0256)
y OCT4B1 (p= 0.0421), (Fig. 1A, B y C), respectivamente, con diferencias
significativas entre ambos grupos de estudio. Sin embargo, la isoforma OCT4B y

OTC4BL1 fueron las que presentaron mayores niveles de expresion en nifios con

LLA que la isoforma OCT4A.
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Figura 1. Expresién de las isoformas de OCT4 en nifios con y sin LLA. Andlisis de RT-gPCR para
determinar la expresién del mRNA de A) OCT4A, B) OCT4B y C) OCT4B1. Se realiz6 por duplicado,
valores presentados en medianas, los datos fueron normalizados con GAPDH. U Mann Whitney test
p<0.05. LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda.
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Niveles de expresion de las isoformas de OCT4 en pacientes con LLA.

Desde hace aflos OCT4 y recientemente sus isoformas han sido considerados

como factores de transcripcion importantes de la troncalidad celular y con un papel

importante en la contribucion de la agresividad del cancer. Evaluando la expresién

del mRNA de las isoformas de OCT4, nos permitié saber que la mayoria de los

pacientes con LLA tienden a tener significativamente mas alta la expresion del
MRNA de OCT4A, OCT4B y OCT4B1 (Figura 2A; B; C; p= <0.001). Ademas estos

pacientes con altos niveles presentaron caracteristicas de mal pronéstico como

translocaciones, mayor numero de leucocitos y recaidas en comparacion con los

gue tienen bajos niveles de expresion del mMRNA de estas isoformas.
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Figura 2. Niveles de expresiéon de las isoformas de OCT4 en nifios con LLA. Analisis de RT-gPCR para
determinar la alta y baja expresion del mRNA de A) OCT4A, B) OCT4B y C) OCT4B1. Se realiz6 por
duplicado, valores presentados en medianas, los datos fueron normalizados con GAPDH. U Mann Whitney
test p<0.05. LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda.
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Analisis de la expresion de las isoformas de OCT4 de acuerdo con las
caracteristicas clinicas de riesgo en nifios con LLA.

Partiendo del hecho de que los nifios con LLA que mantuvieron alta expresion de
las isoformas de OCT4 también mantuvieron caracteristicas clinicas de alto riesgo,
se evalué la expresion de las isoformas de OCT4 considerando una de las
caracteristicas clinicas mas relevantes y de influencia en el pronéstico de los
pacientes, entre estas, la recaida durante el tratamiento. Se pudo observar un
incremento en la expresion del mMRNA de OCT4A (p=0.1809), OCT4B (p=0.1191)
y OCT4B1 (p=0.1138) sobre todo en aquellos pacientes que tuvieron recaidas en
comparacién con los que no tuvieron, sin embargo, no se lograron datos

estadisticamente significativos (Figura 3).
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Figura 3. Expresion de las isoformas de OCT4 en presencia de recaidas en nifios con LLA. Andlisis
de RT-gPCR para determinar la expresion del mRNA de las isoformas de OCT4 en nifios con LLA cony
sin recaida, valores presentados en medianas. Los datos fueron normalizados con GAPDH. U Mann
Whitney test p<0.05. LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda.
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Se analiz6 la expresion del mRNA de las isoformas de OCT4 en pacientes con

LLA de acuerdo con la cuenta de leucocitos y la presencia de translocaciones
cromosomicas, la expresion de OCT4A (p=0.2679), OCT4B (p=0.5702) y OCT4B1
(p=0.5176) en niflos con cuentas de leucocitos <50,000/mm2 fue mayor en

comparacién a aquellos con >50,000/mm2, sin diferencias significativas. Por otro

lado, al comparar los nifios con LLA sin translocaciones con los que si presentan

alguna translocacién el nivel de expresion del mRNA de OCT4A (p=0.4245),
OCT4B (p=0.9875) y OCT4B1 (p=0.3863), es mas alto que en aquellos sin
translocaciones, sin diferencias significativas para cada grupo de comparacion

(Figura 4A, B y C), respectivamente. Observando el mismo comportamiento y

mayor expresion para la isoforma OCT4B y OCT4B1.
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Figura 4. Expresién de las isoformas de OCT4 de acuerdo con la cantidad de leucocitos al
diagndstico y con la presencia de translocaciones. Analisis de RT-gPCR para determinar la
expresion del mRNA de las isoformas A) OCT4A, B) OCT4B y C) OCTAB1 en nifios con LLA de
acuerdo a caracteristicas clinicas de riesgo, valores presentados en medianas. Los datos fueron
normalizados con GAPDH. U Mann Whitney test p<0.05. LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda.
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Generalmente, los pacientes que muestran una pobre o nula respuesta al
tratamiento son precedidos de una o varias recaidas, por tanto, se evaluo el riesgo
de recaida de los pacientes considerando las diferentes caracteristicas clinicas y
moleculares como aquellos pacientes con LLA de <1 a >10 afios (OR, 1.3, p=
0.715), del género masculino (OR, 3.3, p= 0.059), con una cuenta de leucocitos
>50,000 mm® (OR, 2.0, p= 0.343), con translocaciones (OR, 3.4; p= 0.170), alta
expresion de la isoforma OCT4A (OR, 2.8, p= 0.097), OCT4B (OR, 2.7, p= 0.106)
y OCT4Bl1 (OR, 1.9, p= 0.283) demostraron que el tener todas estas
caracteristicas de mal prondstico parecen contribuir en el riesgo de sufrir una
recaida comparado con aquellos pacientes con LLA con baja expresion de las
isoformas de OCT4 y con caracteristicas clinicas de bajo riesgo. Sin embargo, de
acuerdo a la asociacion entre los factores pronosticos del paciente la alta
expresion de la isoforma de OCT4A (OR, 2.8, p= 0.097) fue una de las
caracteristicas moleculares que mostré contribuir mas en el aumento en el riesgo

de una recaida, ademas del género masculino (OR, 3.3, p= 0.059) (Tabla 2).
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Tabla 2. Asociacion de factores prondsticos y expresion de las isoformas de

OCT4 con el riesgo de recaida en casos de LLA.

Con Recaida’
41.86% (18)

Sin recaida”

Par4
arametros 53.14% (25)

Anadlisis
Univariado
OR (IC 95%)

p

Riesgo de acuerdo a la edad

>1 - <10 afios 62.50 (15) 57.14 (12)
<1 ->10 afios 37.50 (9) 42.86 (9)
Género
Femenino 66.67 (16) 38.10 (8)
Masculino 33.33(8) 61.90 (13)
Leucocitos al diaghostico
<50,000 mm?® 83.33 (20) 71.43 (15)
>50,000 mm?® 16.67 (4) 28.57 (6)
Translocacién
Sin Translocaciones 91.67 (22) 76.19 (16)
Con Translocaciones 8.33 (2) 23.81 (5)
Expresién de las isoformas
OCT4A
Baja Expresion 58.33 (14) 33.33(7)
Alta Expresién 41.67 (10) 66.67 (14)
OCT4B
Baja Expresion 62.50 (15) 38.10 (8)
Alta Expresién 37.50 (9) 61.90 (13)
OCT4B1
Baja Expresion 54.17 (13) 38.10 (8)
Alta Expresién 45.83 (11) 61.90 (13)

1.0
1.3 (0.4-4.1)

1.0
3.3 (0.9-11.0)

1.0
2.0 (0.5-8.4)

1.0
3.4 (0.6-20.0)

1.0
2.8 (0.8-9.5)

1.0
2.7 (0.8-9.1)

1.0
1.9 (0.6-6.3)

0.715

0.059

0.343

0.170

0.097

0.106

0.283

IC, Intervalo de Confianza; OR, Odss Ratio; “Frecuencia absoluta y relativas, % (n).

*Se consideré como significativo un valor de p<0.05.
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Comparacion de los perfiles de supervivencia entre los pacientes con alta'y
baja expresiéon del ARNm de las isoformas de OCT4 y otros factores de
riesgo.

Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier se observaron con tasas diferentes
entre los pacientes con LLA y no mostraron asociacién significativa en la
supervivencia de acuerdo al género (prueba de rango logaritmico; p= 0.3983; Fig.
5B), recaidas (p= 0.3052; Fig 5C), translocaciones (p= 0.8016; Fig. 5D) y numero
de leucocitos (p= 0.2984; Fig. 5E) aunque se observd una reduccién de la
supervivencia con aquellos factores de alto riesgo. Sin embargo, aquellos
pacientes con LLA <1 y >10 afios de edad presentaron una supervivencia mas
corta en comparacion con aquellos >1 y >10 afios (prueba de rango logaritmico; p
=< 0.0122; Fig. 5A). No se encontré asociacion significativa en la supervivencia
entre aquellos nifios con LLA con alta o baja expresion del mRNA de las isoformas
de OCT4A (p= 0.3441; Fig. 5F), B (p= 0.2066; Fig. 5G) y B1 (p= 0.3964; Fig. 5H).
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Figura 5. Curvas de Kaplan-Meier para el tiempo de supervivencia general considerando la influencia
del riesgo por (A) edad, (B) genero, (C) recaidas, (D) translocaciones, (E) recuento de leucocitos al
momento del diagndstico y la alta o baja expresion del mMRNA de las isoformas (F) OCT4A, (G) OCT4B

y OCT4B1 en pacientes con LLA.
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IV.  DISCUSION

Las leucemias agudas se caracterizan por la expansion y resistencia a la
apoptosis de células indiferenciadas. La propagacion a largo plazo y recaidas de
la enfermedad se debe principalmente a un subconjunto de células denominadas
células troncales leucémicas (LSC), que adquieren propiedades de auto -
renovacion, proliferacion anormal y detencién de la diferenciacion (Chao et al.,
2017). La auto renovacion y la falta de diferenciacion también son caracteristicas
de las células troncales embrionarias (ESC), controladas por factores de
transcripcion conocidos como "factores de Yamanaka", incluido OCT4, el producto
del gen POUS5SF1 (Picot et al., 2017).

La investigacion clinica estratifica a los pacientes en grupos de riesgo en funcion
de las caracteristicas de prondstico como la edad, género, translocaciones
cromosoOmicas, recuento de globulos blancos y la deteccion de enfermedad
minima residual (EMR). En la poblacion del estudio la mediana de edad fue de 8.4
afnos, se ha observado que uno de los factores predictivos importantes de la tasa
de remision es la edad del paciente, debido a que en los pacientes mas jovenes se
encuentran los tipos genéticos y celulares favorables, mientras que el riesgo de
mortalidad relacionada con el tratamiento asociado con la quimioterapia aumenta
considerablemente en pacientes de edad avanzada, sin embargo aquellos
pacientes <1 afio de edad tienen tasas de recaida mas altas en comparacion con

otras edades (Rose-Inman & Kuehl, 2017).

Se ha observado en diversos estudios que el género masculino es el que mas
predomina en la LLA, concordando con nuestro estudio en donde el 53.85%
corresponde a este género. En pacientes masculinos la LLA es biolégicamente
mas agresiva, debido en parte a los riesgos que tienen de desarrollar cancer

testicular (Holmes et al., 2012).

Se ha reportado que OCT4 se expresa en una variedad de tumores sélidos en los
gue induce pluripotencia y suprime la diferenciacion, sin embargo, en pacientes

con leucemia linfoblastica aguda la relacion entre la expresién de las isoformas de
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OCT4, los parametros clinicos, el pronéstico y supervivencia ha sido poco
explorado.

En este estudio, el mMRNA de OCT4A mostré un incremento en su expresion en
nifios con LLA en comparacion con el grupo sin LLA (p= 0.0241), algo similar se
observé en la expresion del mRNA de la isoforma OCT4B en los nifios con LLA
(p= 0.0256) con diferencias significativas. OCT4A es la principal isoforma
responsable de las propiedades de troncalidad en las células pluripotentes.
Mientras que OCT4B se ha sugerido que podria tener un papel en la respuesta al
estrés celular (Wang et al., 2010), ademas, en el carcinoma de cuello uterino, Li et
al., (2015) demostraron que la isoforma OCT4B podria promover la angiogénesis a
través de la regulacion positiva de CD34 y VEGF, por otro lado, su silenciamiento
inhibe significativamente el crecimiento celular, aumentando la apoptosis, estos
hallazgos sugieren que OCT4B juega un papel oncogénico debido a su actividad
antiapoptotica. En otro estudio demostraron que OCT4B, es estimulada por
hipoxia a través de una via dependiente de HIF2a en células de cancer de pulmoén,
también, induce la expresion de SLUG para facilitar la transicion epitelio
mesenquima, provocando invasion celular, migracion y metastasis (Lin et al.,
2018).

En nuestro estudio la expresion del mMRNA de OCT4B1 en los nifios con LLA tuvo
una alta expresion en comparacion con los nifios sin LLA (p= 0.0421). OCT4B1 se
ha asociado tanto con la pluripotencia como con la tumorigénesis (mediante la
inhibicion de la apoptosis y la desregulacién del ciclo celular) ( Asadiet al.,
2011). Informes muestran una regulacién positiva de la transcripcion de OCT4B1
en canceres como el gastrico, colorrectal y de vejiga, también se ha demostrado
una mayor tasa de apoptosis en una linea celular de cancer gastrico tratada con
un siRNA de OCT4B1, lo que sugiere un papel potencial de OCT4B1 en la

iniciacion y progresion del tumor (E. Farashahi Yazd et al., 2011).

Respecto a las leucemias, Zhao et al., (2015) detectaron la expresion del mRNA
de OCT4A y OCT4B en células nucleadas derivadas de medula 6sea (MO) de 72

pacientes con distintos subtipos FAB de leucemia y 18 individuos sanos mediante
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RT-PCR, sus resultados mostraron que OCT4A tiene una mayor expresion en las
células leucémicas de pacientes con leucemia activa, en comparacion con las de
pacientes en fase cronica, remision completa y su grupo control, sin embargo, no
encontraron diferencias en la expresion del mMRNA de OCT4B entre la fase activa,
fase cronica, remision completa y las células nucleadas de MO de los sujetos
control. Por otro lado, Yin et al., (2015) investigaron el estado de expresion de
OCT4 en 87 pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA) mediante RTq-PCR, y
demostraron que en comparacién con los controles la expresion de OCT4
aumento significativamente en pacientes con LMA (p=0.001). Ademas, Picot et al.,
(2017) demostraron la sobreexpresion de OCT4, NANOG y SOX2 en lineas
celulares leucémicas y en células leucémicas de pacientes con LMA, afirmando
gue estos factores de transcripcion pueden estar implicados en la patogenia de las
leucemias. De acuerdo a lo reportado por Xiang et al.,, (2018) determinaron
también que, en comparacion con los controles, la expresion del mMRNA de OCT4
fue mayor en los pacientes con LMA (p<0,001). Todos estos resultados sugieren
gue la sobreexpresion de OCT4 probablemente sea un evento que contribuye en
el crecimiento y el mantenimiento de las células leucémicas. Lo que indica que
OCT4 puede desempefiar un papel importante en la patogénesis de la leucemia y
podria servir como un blanco molecular para el desarrollo de nuevas estrategias

de diagnastico y tratamiento de la leucemia (Zhao et al., 2015).

En el presente estudio se observo que los pacientes con recaidas tuvieron una
expresion mayor del mRNA de las isoformas de OCT4 en comparacion con los
gue no tuvieron recaidas, (OCT4A p= 0.1809, OCT4B p=0.1191, OCT4B1 p=
0.1138). Lo que implica que OCT4 podria ser uno de los factores oncogénicos
clave en la patogénesis de la leucemia y desempefiar un papel importante en el
inicio y la progresion de la enfermedad (Zhao et al., 2015). Son muchos los
estudios en los que se ha observado que la alta expresion del mMRNA o proteina de
OCT4 se ha asociado con un mal resultado clinico y con quimiorresistencia en
diferentes tipos de cancer como el de vejiga, ovario, prostata, rectal, glioma,
melanoma, meduloblastoma, leucemia mieloide aguda, carcinoma hepatocelular y

carcinoma esofagico de células escamosas (Mohiuddin et al., 2019). Se sugiere

25| Pagina



que la alta expresion de OCT4 podria mejorar la tumorigénesis y la metastasis al
inducir la proliferacion celular, promover la invasion tumoral e inhibir la apoptosis

mediante la activacion de diferentes genes y vias (Yan et al., 2018).

Por otro lado, al evaluar la relacién entre la expresion del mRNA de las isoformas
de OCT4 y la cantidad de leucocitos al diagnostico, se observo que los pacientes
con cuentas de <50,000 la expresion del mMRNA de las isoformas era mas alta en
comparacién con aquellos pacientes con cuentas de leucocitos >50,000,
Resultado que se contrapone con lo observado por Yin et al., (2015) donde
informo que la cantidad de glébulos blancos de los pacientes con alta expresion de
OCT4 es mayor que la de los pacientes con baja expresién de OCT4 (18.2 x 10°
versus 2.7 x 10° L - 1, p = 0.001), también observaron que la sobreexpresién de
OCT4 se correlaciona con la presencia de cariotipos anormales y una mayor

estratificacion de riesgo en pacientes con LMA.

En cuanto a las translocaciones cromosomicas se pudo observar que la expresion
del mRNA de las isoformas de OCT4 era mas alta en pacientes sin
translocaciones en comparacion con aquellos pacientes con translocaciones. Picot
et al., (2017) mostr6 que OCT4 se sobreexpresa en lineas celulares leucémicas
gue muestran una variedad de anomalias y fenotipos oncogénicos. En células de
meduloblastoma, la sobreexpresion de OCT4A indujo aberraciones en el nimero
de copias cromosomicas, que variaban en frecuencia y tipo segun la linea celular,
se ha observado que la expresion aberrante de los genes de pluripotencia tiene
efectos oncogénicos y puede contribuir a una mayor adquisicion de aberraciones
cromosémicas heterogéneas derivadas de células cancerosas de tipo troncal
(Gongalves da Silva et al.,, 2017). En nuestro estudio no se observd una
asociacion significativa en la supervivencia general entre las expresiones altas del
MRNA de las isoformas de OCT4. Se deben investigar mas casos para confirmar

aun mas su importancia en el pronéstico de la LLA.

Los factores de transcripcion como OCT4, SOX y NANOG que generalmente se
expresan en células troncales embrionarias, tumores de células germinales y

tumores sélidos también han sido detectados en células leucémicas, sin embargo,
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hay menos datos disponibles en las neoplasias malignas hematoldgicas, pero se
ha informado que estos pueden estar implicados en la patogenia de las leucemias.
Por lo tanto, la expresién aberrante del gen OCT4 en las células leucémicas puede
conducir a una activacién inapropiada de los factores de crecimiento de las células

troncales que promueven la proliferacion celular y disminuyen la apoptosis.
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V.

CONCLUSIONES

Las isoformas de OCT4 se expresan y se encuentran elevadas en casi
todas las muestras de pacientes con LLA, siendo OCT4B1 el que mantiene
los niveles mas altos de expresion.

Los pacientes que presentaron recaidas mostraron tendencia de altos
niveles de expresion del mRNA de las isoformas de OCT4, sin embargo, no
se encontrd asociacion significativa en la supervivencia en nifios con LLA

con alta o baja expresion del mMRNA de las isoformas
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VI.  ANEXOS
Anexo 1. Procedimiento para tefir con anticuerpos monoclonales (BD,
Biociences, 2018).

Se utiliza el citometro de flujo de 6 fluorescencias (BD FACS Canto Il), en el cual
se adquieren 100,000 eventos por tubo.

Panel de anticuerpos monoclonales para inmunofenotipo

FLUOROCROMOS

TUBO FITC PE PERCP  PECY7  APC APCCY5
cT - - - - - -

ST - - - - - -

1 CD10 CD7 CD19 CD5 CD20 CD45

2 CD56 CD117 CD3 CD2 HLA-DR  CD45

3 CD15 CD33 CD34 CD11b CDla CD45

4 CD41la CD13 CD14 CD8 CD71 CD45

5 MPO CD79a  CD3c - TdT CD45

Panel alterno de anticuerpos monoclonales para inmunofenotipo

FLUOROCROMOS

TUBO FITC PE PERCP PECY7 APC APCCY5
CT = = = = = =
ST = = = = = =
1 CD10 CDh21 CD45 CD5 CD22 =
2 CD56 CD117 CD45 CD2 HLA-DR =
3 CD15 CD33 CD45 CD11b CD7 -
4 CD4la CD13 CD45 CD8 CDla -
5 MPO CD79a CD45 CD3c TdT -
6 CD20 - CD34 - CD19 -

CD: cluster of differentiation, CT: control ST: sin tefiir, FITC: isotiocianato de
fluoresceina, PE: ficoeritrina, PerCP: peridinina clorofila proteina, PECY7: tandem
ficoeritina APC: aloficocianina, APCCY5: aloficocianina-cianinab
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Procedimiento: BDBiociences, (2018).

1.

Agregar 5 pL de cada anticuerpo correspondiente a cada uno de los 6 tubos
como se muestra en la tabla de arriba, a excepcién del tubo # 5, al cual solo
se le agregara CD45.

Agregar a cada uno de los tubos 50 pL de sangre periférica 0 médula 6ésea
(cuenta de leucocitos de 5 a 10,000 / mm?). Mezclar utilizando el vértex.

3. Incubar a temperatura ambiente por 30 minutos en condiciones de
obscuridad.

4. Agregar a los tubos 1 ml de solucion de lisis, posteriormente mezclar dando
vortex.

5. Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos en condiciones de
obscuridad.

6. Centrifugar a 3000 rpm por 5 minutos.

7. Decantar el sobrenadante, secar el exceso con papel absorbente.

8. Agregar 1 ml de solucion FACSFlow, posteriormente mezclar dando vortex.

9. Centrifugar a 3000 rpm por 5 minutos, decantar el sobrenadante, secar el

PASOS PARA LOS TUBOS #1, 2, 3,

10. Adicionar

11.Decantar el

exceso con papel absorbente.

PASOS PARA EL TUBO #5.
4Y 6.
de solucion

1 mi 10.Colocar 500 pL de solucion

FACSFlow, dar

posteriormente

vortex y permeabilizante al tubo # 5,

centrifugar a incubar a temperatura

3000 rpm por 5 minutos. ambiente por 10 minutos en

sobrenadante, condiciones de obscuridad.

secar el exceso con papel 11.Centrifugar a 3000 rpm por 5

absorbente.

12.Repetir una vez mas los pasos
10y 11.

13.Agregar 500 pL de solucién
FACSFlow, adquirir la muestra

en el citometro de flujo.

minutos.

12.Decantar el sobrenadante,

secar el exceso con papel
absorbente.
13.Adicionar 1 ml de solucién

FACSFlow, centrifugar a 3000
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rpm por 5 minutos.
14.Decantar el sobrenadante,
secar el exceso con papel
absorbente.
15.Adicionar 5 puL de los
anticuerpos citoplasmaticos
correspondientes faltantes.
16.Incubar 30 minutos a
temperatura  ambiente  en
condiciones de obscuridad.
17.Agregar 500 pL de solucion
FACSFlow, adquirir la muestra
en el citbmetro de flujo.
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