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Resumen.

La Leucemia Mieloide Aguda es una malignidad heterogénea originada en células progenitoras
mieloides, caracterizada por una diversidad genética y clinica distintiva. Los sistemas de clasificacion, French-
American-British [1] y World Health Organization (WHO), distinguen subtipos de LMA basados en
morfologia, inmunofenotipo y caracteristicas genéticas. A pesar de estas clasificaciones, el panorama molecular
de la LMA, marcado por aberraciones genéticas recurrentes como FLT3, NPM1 y la fusion MLL-AF9, dicta el

prondstico y guia las estrategias terapéuticas.

La variabilidad genética de la LMA, especialmente mutaciones en genes como FLT3, NPM1 y MLL,
subraya la complejidad de la enfermedad. Las implicaciones terapéuticas subsiguientes y el prondstico basado
en estas mutaciones ilustran el potencial de terapias dirigidas. La proteina de fusion MLL-AF9, prevalente en la

LMA inducida por terapia, presenta desafios para la intervencion directa debido a sus funciones intrincadas.

Las familias de genes ZEB y SNAI, reguladores de la transicion epitelial-mesenquimal (EMT) y
metastasis en el cancer, ofrecen nuevas perspectivas sobre la regulacion hematopoyética y posibles objetivos
terapéuticos. Sus roles multifacéticos en la proliferacion, diferenciacion y metastasis en la LMA sugieren vias

para tratamientos innovadores.

En la investigacion sobre loci candidatos en Leucemia Mieloide Aguda (LMA), se encontr6 que al
deletar in vivo los factores de transcripcion Zeb1 y/o Zeb2 se puede revertir el fenotipo molecular y la citologia
caracteristicos de la LMA, de forma mas dramatica con la delecion de Zeb?2. Este hallazgo se logro mediante la
creacion de un modelo in vivo de LMA, lo que permitié la secuenciacion y analisis exhaustivo de la médula
osea de estos animales, incluyendo histologia asociada. El proposito de este estudio fue identificar y dar
prioridad a las mutaciones y genes alterados especificos en la LMA, resaltando la importancia de una
estratificacion diagndstica precisa y las implicaciones significativas que tiene una Unica mutaciéon en el

tratamiento de la LMA.

Palabras clave: Leucemia Mieloide Aguda, Zebl, Zeb2, AML M5, Hematoxilina & Eosina, MLL-AF9,
invasion, metastasis.



ABSTRACT

Acute Myeloid Leukemia (LMA) is a heterogeneous malignancy originating in myeloid progenitor
cells, characterized by distinctive genetic and clinical diversity. Classification systems, such as the French-
American-British [1] and World Health Organization (WHO), distinguish LMA subtypes based on
morphology, immunophenotype, and genetic features. Despite these classifications, the molecular landscape
of LMA, marked by recurrent genetic aberrations such as FLT3, NPM1, and MLL-AF9 fusion, dictates

prognosis and guides therapeutic strategies.

The genetic variability of LMA, especially mutations in genes like FLT3, NPM1, and MLL,
underscores the complexity of the disease. Subsequent therapeutic implications and prognosis based on these
mutations illustrate the potential of targeted therapies. The MLL-AF9 fusion protein, prevalent in therapy-

induced LMA, presents challenges for direct intervention due to its intricate functions.

The ZEB and SNAI gene families, regulators of epithelial-mesenchymal transition (EMT) and
metastasis in cancer, offer new insights into hematopoietic regulation and potential therapeutic targets. Their
multifaceted roles in proliferation, differentiation, and metastasis in LMA suggest pathways for innovative

treatments.

Research on candidate loci in Acute Myeloid Leukemia (LMA) found that deleting the transcription
factors Zebl and/or Zeb2 in vivo can reverse the molecular phenotype and characteristic cytology of LMA,
more dramatically with Zeb2 deletion. This finding was achieved by creating an in vivo model of LMA,
enabling comprehensive sequencing and analysis of bone marrow from these animals, including associated
histology. The purpose of this study was to identify and prioritize specific mutations and altered genes in
LMA, highlighting the importance of precise diagnostic stratification and the significant implications of a

single mutation in LMA treatment.

Key words: Acute Myeloid Leukemia, Zebl, Zeb2, AML M5, Haematoxylin & Eosin, MLL-AF9, invasion,
metastasis.
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I. Introduccion: ;Qué es la Leucemia Mieloide Aguda?

Las leucemias son un grupo de enfermedades caracterizadas por la inhibicién de la maduracién
adecuada y la diferenciacion de las células del tejido sanguineo. Las células leucémicas exhiben una naturaleza
maligna, agresiva y de rapido crecimiento [2]. Si la inhibicién de la maduracién en las células del tejido
sanguineo ocurre a nivel de las células madre hematopoyéticas (HSC), la progresion de la enfermedad serd mas
agresiva y se categorizara como 'leucemia aguda'. Respecto a lo anterior, actualmente se reconocen dos tipos.
La leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) que es el tipo mas comln de leucemia en infantes, adolescentes y
adultos jovenes. También puede ocurrir en adultos y afecta a la linea linfoide. [3]. Por otro lado, la Leucemia
Miceloide Aguda (LMA) es un tipo menos comtn de leucemia que es predominantes en adultos que en nifios y

afecta la linea mieloide. [4].

En el contexto de la LMA, la leucemia mas prevalente entre adultos, que representa aproximadamente
el 80% de los casos, se caracteriza por una expansion clonal maligna de células inmaduras llamadas 'blastos' en
la médula 6sea, que se pueden detectar en la sangre periférica. Esta eventualidad provoca eritropoyesis
patoldgica, diferenciacion aberrante y fallo de la médula 6sea. Los tratamientos m4s recientes han mejorado las
tasas de curacion a alrededor del 15% en pacientes de 60 afios y aproximadamente el 40% en pacientes menores
de 60 afios [5]. Respecto a lo anterior, el sistema global de vigilancia del cancer [6] - un sistema mundial de
vigilancia para rastrear las tendencias del cancer - , ha informado una incidencia global significativa de 474,519
casos totales de LMA, entre los cuales se han identificado 67,784 en la region de América del Norte. Las tasas
estandarizadas por edad [7] se registran consistentemente en aproximadamente 11 casos por cada 100,000

habitantes, reflejando la prevalencia de esta malignidad. [6].

II. Clasificaciones clasicas de la LMA

Existen dos clasificaciones para la LMA: la French-American-British [1] y la generada en 2008 y
actualizada en 2016 por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). La FAB se basa en la caracterizacion
morfoldgica de las leucemias en base a parametros tales como la histoquimica (HQ) e la inmunohistoquimica

(IHQ). Se clasifica de MO a M7 [8].

MO corresponde a una LMA de minima diferenciacion, caracterizada por una reaccién negativa a la
peroxidasa y la presencia de dos o mas marcadores mieloides segun la citometria de flujo. También se asocia

con anomalias cromosdmicas complejas y un prondstico pobre [9]. El subtipo M1 de LMA se caracteriza por

11



tener menos del 10% de promielocitos y una proporciéon mas alta de formas mieloides maduras. Estas células
blasto no contienen granulos y a menudo tienen nucléolos distintos. Al menos el 3% de las células blasto son
positivas para la mieloperoxidasa (Gen MPO). El subtipo M2 de LMA muestra maduracion de células en etapas
mas avanzadas y cominmente esta asociado con la translocacion favorable t(8;21) que genera las proteinas de
fusion LMA1-ETO y/o ETO-LMA1, respectivamente [10]. La presencia de bastones de Auer en las células

leucémicas también es tipica [10].

La LMA tipo M3, o leucemia promielocitica aguda (APL), se caracteriza por la presencia difusa de
granulocitos hipergranulados que también muestran en la mayoria de los casos granulacién densa y un nucleo
bilobulado. Este subtipo esta estrechamente asociado con la translocacion t(15;17) que resulta en la proteina
de fusion PML-RARa, que tiene un prondstico favorable, dado que el tratamiento all trans retinoic acid

sumado con trioxido de arsénico ha demostrado alta efectividad [11] [12] [13] [13]

Por otra parte, la LMA M4, conocida como leucemia mielomonocitica aguda, se caracteriza por un
exceso de monocitos y promonocitos en la médula 6sea. Una variante de este subtipo, M4Eo, muestra
eosin6filos anormales y esta asociada con la anomalia citogenética inv(16), de un prondstico favorable [8, 14]
[15]. La, LMA MS5, o leucemia monocitica, también se caracteriza por un alto nimero de células de linaje
monocitico (80%), con la presencia adicional de al menos el 30% de células blasto en muestras de médula 6sea
(BM) o sangre periférica (PB). Estd asociado con enfermedad extramedular y anomalias en el brazo largo del

cromosoma 11 (11q). [16] y dependiendo de la mutacion, del mal prondstico.

El subtipo M6, también conocido como eritroleucemia, se caracteriza por una alta proporcion (mas del
50%) de células eritroides nucleadas en la médula 6sea, que a menudo muestran anomalias severas en su
desarrollo. Estas células eritroides muestran una fuerte positividad para acido peridédico de Schiff (PAS) y

glicoforina A. [17, 18].

Por ultimo, el subtipo LMA M7, también conocido como leucemia megacariocitica/megacarioblastica,
exhibe una amplia variedad morfologica. La mayoria de las células son pequefas con una diferenciacion
megacariocitica pobre, caracterizadas por un citoplasma escaso y nucleos con cromatina densa. Los
megacarioblastos son negativos para esterasa de cloroacetato, Sudan Black B y peroxidasa. El diagnostico se
confirma mediante técnicas de inmunofenotipificacion (CD41) o microscopia electronica (peroxidasa

plaquetaria) [19, 20].
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Con el advenimiento de avances tecnoldgicos y una comprensiéon mas profunda de los factores
moleculares y genéticos que contribuyen al desarrollo y progresion de la LMA, la necesidad de una clasificacion
mas completa y precisa se hizo evidente. Como respuesta a esta situacion, la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) ha desarrollado y actualizado una clasificacion que incorpora informacion molecular, citogenética y

clinica para una estratificacion mejorada de los subtipos de LMA. [21-23] (tabla 1).

La clasificacion de la OMS de la LMA se centra en la variabilidad genética, proporcionando una
clasificacion basada en translocaciones especificas y sus mutaciones asociadas. Esta clasificacion también
puede subdividirse segun el pronoéstico y las tasas de supervivencia, como el "Estado de riesgo". Por ejemplo,
la presencia de NPM1 mutado indica un prondstico favorable, mientras que FLT3-ITD se asocia con un
pronostico pobre y una supervivencia reducida. Ademas, la presencia de proteinas de fusion tales como MLL-

AF9 o MLL-AF4, se categoriza dentro de la clasificacion de la OMS (ver Tabla 1) [8].

I1I. Variabilidad genética de la LMA

La leucemia mieloide aguda, requiere una distincion meticulosa entre las lineas celulares linfoides y
mieloides desde las etapas tempranas del proceso diagnostico, especialmente debido a la significativa
variabilidad genética que exhibe cada tipo de leucemia. En particular, un estudio que han empleado la
secuenciacion de ARN de células individuales (scRNA-seq) ha caracterizado la LMA y su microentorno en
profundidad, perfilando 38,410 células de 40 muestras (16 pacientes con LMA, 5 donantes sanos). Un
clasificador de aprendizaje automatico distingui6 tipos celulares malignos, correlacionados con mutaciones
genéticas como FLT3-ITD, revelando significancia prondstica en células LMA inmaduras. Se demostrd que
aparte de la expansion clonal de estas células inmaduras, las células LMA diferenciadas expresaron genes
inmunomoduladores y suprimieron la actividad de células T in vitro, confiriendo nuevas funciones oncogénicas

a las células de LMA diferenciadas, en la evasion del sistema inmune. [24]

El gen mas comunmente mutado en LMA es FLT3, activado en aproximadamente un tercio de los
casos de LMA. [25] La presencia de duplicaciones tindem internas (ITDs) en el gen FLT3, y las mutaciones en
los genes ¢-KIT, RAS, ASXL1y WTI se asocian con un pronéstico desfavorable. Por el contrario, al igual que
las mutaciones en el gen CEBPA, las mutaciones en el gen NPM1, la segunda alteracion genética mas comiin
en LMA, ocurren principalmente dentro del exén 12 y se vinculan con un prondstico favorable [26] [27]. , Por
otro lado, las mutaciones en los genes DNMT3A y TET2 indican un pronoéstico intermedio de la misma manera

que ocurre con las mutaciones en los genes IDH y RUNXI.
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Es importante destacar que la prevalencia de estas mutaciones genéticas puede variar entre pacientes

e incluso dentro de subclones del mismo tumor. Estas mutaciones genéticas son valiosos marcadores

pronosticos y posibles objetivos para intervenciones terapéuticas en LMA. [28, 29] En particular, , la

translocacion cromosomica t(9;11) que resulta en la proteina de fusion MLL-AF9, es una anormalidad genética

relativamente recurrente en la leucemia mieloide aguda que resulta en la fusiéon de los genes MLLT3 y MLL

(Leucemia de Linea de fusion MLL-AF9 [30].

LMA con mutacion en
RUNX1

LMA con mutacién en
NPM1

LMA con mutacion en
FLT3-TID

LMA Megacarioblastica con
t(1;22)(p13.3;q13.1);
RBM15-MKL1

MLA con t(6;9)(p23;q34);
DEK-NUP214

Leucemia promielocitica
aguda (LPC) con PML-
RARA

LMA con t(8;21)(q22;q22);
RUNXI1-RUNXITI

LMA con inv(16)(p13.1q22)
0 t(16;16)(p13.1;q22);
CBFB-MYHI11

LMA con t(9;11)(p22;q23);
MLLT3-MLL

LMA con anormalidades genéticas definidas

RUNXI1 mutado

NPMI1 mutado

FLT3-TID mutado

t(1;22)(p13.3;q13.1)

1(6;9)(p23;934)

t(15;17)(q22:q12)

1(8;21)(q22:922)

inv(16)(p13.1922) o
t(16;16)(p13.1;q22)

t(9;11)(p22;923)

>10%

>10%

>10%

>10%

>10%

>10%

>10%

>10%

>10%

Alto riesgo

Bajo riesgo

Alto riesgo

Alto riesgo

Alto riesgo

Bajo riesgo

Riesgo intermedio

Bajo riesgo

Alto riesgo
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LMA con inv(3)(q21.3q26.2) inv(3)(q21.3926.2) o

0 1(3;3)(q21.3;q26.2); >10% )
Cf AT?(X(g, MEqCOM) t(3;3)(q21.3;926.2) ’ Alto riesgo
LMA con BCR-ABLI 1(9;22) (q34.1;q11.2) >20%
Alto riesgo
LMA con mutacion bialélica CEBPA mutado >10%

en CEBPA Bajo riesgo

LMA asociada a mielodisplasia
Leucemia mielodide aguda

con otras anormalidades
genéticas

. Alto riesgo
> 3 mutaciones clonales £

cormosomicas

Tabla 1. Resumen de la clasificacion otorgada por la OMS a los subtipos de LMA segun sus caracteristicas moleculares y
nivel de riesgo

En el caso de las leucemias que presentan proteinas de fusion con prondstico desfavorable tales como
la MLL-AF9, actualmente hay pocos tratamientos disponibles que puedan dirigirse a estas proteinas de fusion.
A diferencia de PML que dispone del tratamiento all-trans Retinoic Acid + ATRA, el mecanismo de accion de
MLL-AF9 permanece en investigacion, incluyendo los mecanismos moleculares asociados. [31] [32, 33]. Hay
que mencionar que las mayorias de las proteinas de fusién generadas por translocaciones presentan

heterogeneidad a nivel de transcritos formados y/o proteinas de splicing.

IV. Heterogeneidad en las proteinas de fusion MLL-AF9 y su incidencia.

Las reorganizaciones de MLL en leucemias infantiles representan entre el 70% y el 80%, mientras que
la incidencia en pacientes adultos con LMA es del 10% al 15%, con un prondstico desfavorable [34] [35]. En
la clasificacion de la OMS para la LMA, la translocacion t(9;11)(p22;923) que da origen a proteinas de fusion
MLL-AF9 exhibe una incidencia del 25% en la LMA de novo en nifios [32]. Sin embargo, la ocurrencia de la
LMA con reordenamiento MLL fue notablemente mayor en la LMA relacionada con la terapia (t-LMA) en
comparacion con la LMA de novo [36]. Por otro lado, entre los 80 posibles tipos de reordenamiento en LMA,
la proteina de fusion AF9 fue la mas comun, apareciendo en un 25% a un 30% de los casos [37] [32].
Adicionalmente, los casos de LMA con reordenamientos de MLL muestran comunmente diferenciacion

monocitica, correspondiente a morfologias de LMA-M4 o LMA-MS5 de la clasificacion FAB, en alrededor del
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80% de los casos. Tipicamente, la presencia de un reordenamiento MLL-AF9 se relaciona con un prondstico
desfavorable en la LMA [33], en contraste con la translocacion (15;17)(q22;q12) que causa Leucemia

Promielocitica (APL) [38].

El reconocimiento de la presencia del gen de fusion MLL-AF9 en la LMA es clinicamente significativo,
ya que esta alteracion genética puede influir en la seleccion del tratamiento y en el monitoreo de la respuesta
terapéutica. En linea con lo anterior, los pacientes que presentan proteinas de fusion pueden requerir enfoques
terapéuticos mas agresivos y estrategias de tratamiento combinadas para mejorar los resultados y superar la

resistencia a los tratamientos convencionales [39].

MLL corresponde a una proteina grande (431 kDa) codificada por el gen KMT2A, ubicado en el
cromosoma 1123 [40]. Este gen esta sujeto a un proceso de clivaje intracelular por la proteasa Taspasal que
resulta en el clivaje de MLL en dos subunidades: una subunidad N-terminal (MLL-N) y una subunidad C-
terminal (MLL-C) [41]. MLL es un componente central del complejo MLL, que incluye al menos cuatro
proteinas que ayudan a preparar la cromatina para una transcripcion eficiente de genes criticos durante el
desarrollo y la hematopoyesis (MLL, WDRS5, RbBP5, ASH2L, entre otras) [42] [43] [44]. Ademas, MLL regula
positivamente la expresion de los genes HOX mediante la metilacion de lisina 4 en la histona H3 (H3K4) [45]

[46].

AF9 es una proteina pequeila (63~ 88 kDa) codificada por el gen del Complejo de Superelongacion
Subunidad (MLLT3). Esta, es un regulador crucial de la hematopoyesis y juega un papel en el mantenimiento
de la poblacion de células madre o progenitoras hematopoyéticas (HSPC) [47] [48]. Ademas, desempeifia un
papel crucial en la regulacion de la expresion génica al unirse a residuos de lisina 27 acetilados en la histona
H3. Asimismo, la proteina AF9 puede unirse a la histona H3 acetilada para mejorar el reclutamiento de la
metiltransferasa de lisina similar a la histona (DOTI1L). La funciéon de DOTI1L es metilar residuos de lisina 79
en la histona H3. Esta metilacion desencadena la remodelacion de la cromatina, lo que lleva a la
descompactacion y promueve la transicion de la heterocromatina a la eucromatina [49], activando la
transcripcion génica. DOTIL tiene tres motivos separados para la unién con AF9: sitio 1 (aa 628—653), sitio 2

(aa 863-878) y sitio 3 (aa 877-900), resueltos por resonancia magnética nuclear (NMR) [50].

En el contexto de la interaccion entre AF9 y MLL, se ha observado que la unién de AF9 a la histona
H3 acetilada permite que la enzima MLL se reclute a promotores génicos especificos que se encuentran en un

estado de transcripcion activo. Esto, a su vez, promueve la activacion de los genes HOX [51].
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Los genes HOX son factores de transcripcion que actiian como reguladores maestros en el desarrollo
del eje anteroposterior en varios organismos. Su expresion continua mantiene el estado indiferenciado de las
células progenitoras, como los blastos en la LMA. Se ha informado que existen cuatro familias de genes HOX
en mamiferos (HOXA, HOXB, HOXC y HOXD) [52] [53] [54]. La activacion espacial de cualquier gen Hox
estd en gran medida fijada por su posicion relativa dentro de su loci genémico. En vertebrados, estos loci génicos
permanecen altamente condensados e inaccesibles desde las primeras etapas del cigoto hasta el inicio de la
gastrulacion, razon por la cual permanecen densamente compactados y no se expresan [55]. Por lo tanto, los
genes Hox son expresados durante la embriogénesis, pero regulados a la baja durante la vida adulta, y se re-

expresan en neoplasias. Este es el mecanismo clave de inicio de la LMA en adultos.

V. Tratamientos actuales de la Leucemia Mieloide Aguda que presenta la proteina de

fusion MLL-AF9

El panorama genémico de la LMA se ha delimitado, revelando una inestabilidad genética infrecuente
con un numero limitado de mutaciones driver [56, 57]. Las mutaciones en genes que gobiernan la regulacion
epigenética son comunes, representando eventos tempranos en la iniciacion de la LMA [57]. Aunque la
subclasificacion de la LMA tradicionalmente se basa en la morfologia y la citogenética, los enfoques modernos

integran analisis mutacionales especificos derivados de la secuenciaciéon masiva de nueva generacion [58, 59].

La LMA, al ser una enfermedad multifactorial, requiere un enfoque multidisciplinario para el
tratamiento [60]. Tipicamente, el tratamiento se desarrolla en dos etapas: induccion y consolidacion [59]. La
etapa de induccion puede requerir repeticion antes del inicio de la consolidacion. Investigaciones recientes
exploran las muchas complejidades moleculares y celulares de la LMA, abarcando alteraciones genéticas y
epigenéticas, el microambiente de la médula 6sea y el splicing aberrante de varios oncogenes en LMA [24].
Una comprension integral de estos mecanismos es crucial para el desarrollo de terapias dirigidas en beneficio

de los pacientes con LMA [59].

Las opciones de tratamiento para la Leucemia Mieloide Aguda (LMA) exhiben variabilidad
dependiendo del subtipo de LMA, la edad del paciente, la salud general, los factores prondsticos y la historia
previa de quimioterapia para otros tipos de cancer. Las estrategias de tratamiento para la LMA abarcan un
espectro que va desde la quimioterapia de induccion intensiva estandar hasta terapias menos intensas o cuidados

de soporte. La modalidad de tratamiento primario para la mayoria de los tipos de LMA implica quimioterapia,
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a menudo combinada con un fAirmaco de terapia dirigida, seguida por un posterior trasplante de células madre

[59] [61].

La quimioterapia constituye una via terapéutica prevalente para la LMA, utilizando farmacos
anticancerigenos para eliminar las células cancerosas. La administracion de estos farmacos puede realizarse por
via intravenosa, subcutanea o en el fluido cerebroespinal, o por ingestion oral, con el objetivo de erradicar o
controlar las células cancerosas. Estos fArmacos circulan por el torrente sanguineo, llevando a cabo una terapia
sistémica para destruir las células cancerosas en todo el cuerpo [60]. El régimen habitual de quimioterapia para
la LMA generalmente implica una combinacion de citarabina y un farmaco antraciclico, como daunorubicina
o idarubicina, administrados en ciclos de tratamiento. El protocolo 7+3 corresponde al tratamiento standard en
LMA e implica la administracion continua de citarabina durante 7 dias, seguida de la administracion diaria de
antraciclico durante 3 dias [60] [61]. Otros farmacos de quimioterapia utilizados para la LMA pueden incluir
cladribina, fludarabina, mitoxantrona, etoposido y tioguanina. Aunque la quimioterapia es el tratamiento
principal para la LMA, se pueden considerar terapias alternativas segin los casos individuales. Debido a los
posibles efectos secundarios graves y a lo toxico del tratamiento, la quimioterapia suele administrarse en un

entorno hospitalario, lo que requiere una vigilancia cuidadosa del paciente durante el tratamiento [59].

Otras modalidades de tratamiento para la LMA incluyen la radioterapia, la cirugia y firmacos especificos para
ciertos tipos de leucemia, tales como la leucemia promielocitica aguda (APL), que corresponde al tratamiento
con 4cido retinoico all-trans mas trioxido de arsénico. Esta terapia ha probado ser efectiva en un 85% de los
casos, con buen pronostico, dado que el blanco de tratamiento bloquea directamente el mecanismo molecular
asociado a la proteina de fusion PML-RARa para generar transformacion mieloide. Este es un caso muy
particular y la mayoria del resto de las LMA se tratan con Terapia 7 + 3 independiente de la proteina de fusion.
[62] [63]

A pesar de que la quimioterapia sigue siendo un tratamiento primario, existe un creciente interés en
las terapias dirigidas [59]. Sin embargo, estas se utilizan frecuentemente como complemento a la quimioterapia
estandar, especialmente en casos con mutaciones genéticas especificas [58]. Algunos tratamientos alternativos,
como las inmunoterapias y las terapias génicas, todavia se encuentran en etapas tempranas de desarrollo o
ensayos clinicos para la LMA [60] [61]. La escasez de datos sobre su eficacia y seguridad a largo plazo dificulta
su adopcion generalizada. La rapida progresion y la naturaleza agresiva de la LMA requieren una intervencion
rapida y potente. La quimioterapia a menudo resulta ser el método mas efectivo para reducir rapidamente la
carga de células leucémicas y lograr la remision. En este sentido el desarrollo de tratamientos alternativos que

se dirijan selectivamente a las células cancerosas mientras preservan las células sanas sigue siendo un desafio
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formidable. La quimioterapia, a pesar de sus efectos secundarios, tiene la ventaja de dirigirse a células que se

dividen rapidamente, una caracteristica compartida por las células cancerosas [60] [61].

Si bien la quimioterapia sigue siendo el pilar del tratamiento de la LMA, los esfuerzos continuos de
investigacion tienen como objetivo identificar y desarrollar opciones terapéuticas mas dirigidas y
personalizadas. A medida que avanza nuestra comprension de los aspectos moleculares y genéticos de la
enfermedad, el panorama del tratamiento de la LMA puede evolucionar para integrar alternativas diversas y
mas efectivas. Sin embargo, la adopcidn de tratamientos alternativos como practica estandar requiere pruebas

clinicas rigurosas y posterior validacion [57, 60].

La diversidad de mutaciones depende de varios factores, observando un aumento reciente en los casos
de LMA después de terapias (tLMA), surgidos después de la exposicion a agentes que dafian el ADN [61]. La
fusion proteica MLL-AF9, originada a partir de una translocacion entre el gen MLL en el cromosoma 11 y el
gen AF9 en el cromosoma 9, emerge como un driver pivotal, particularmente prevalente en tLMA relacionada
con la terapia [39]. Funcionalmente, la fusiéon proteica MLL-AF9 combina las propiedades de iniciacién y
elongacion de la transcripcion de las proteinas MLL y AF9, intensificando la activacion de sus genes blanco
[64]. Esta fusion proteica predomina en la LMA infantil, asociada particularmente con la LMA monocitica

(clasificacion FAB M5) [39] [64] [31].

La naturaleza oncogénica de la fusion proteica MLL-AF9 se manifiesta principalmente en células
mieloides o comprometidas con la linea mieloide rio arriba [65]. Las estrategias terapéuticas actuales que
buscan interferir directamente con las funciones de MLL-AF9 enfrentan desafios para encontrar firmacos contra
las interacciones proteina-proteina y proteina-ADN, junto con la necesidad de preservar funciones vitales de

las proteinas tipo salvaje [59].
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VI. La Importancia de los Factores EMT y los genes Zeb en el Riesgo y la Progresion
de la LMA.

Las proteinas ZEB (Zinc finger E-box-binding) son una familia de factores de transcripcion que
desempeflan un papel critico en la formacién de muchos organos y tejidos antes del nacimiento. Estan
involucradas en la regulacion de la transicion epitelial-mesenquimal (EMT por sus siglas en ingles) y la

metastasis de las células cancerosas [66] [67] [68].

Sin embargo, en patologias malignas, las funciones de las familias ZEB no son obvias. Tanto ZEBI
como ZEB?2 poseen un dominio de dedo de zinc amino-terminal (NZF) y un dominio de dedo de zinc carboxi-
terminal (CZF) que se unen a secuencias de ADN en sus genes blanco (E2-box). Las proteinas ZEB pueden
reclutar tanto al complejo correpresor (CtBP) para suprimir la transcripcion, como, por el contrario, reclutar
mas complejos de transcripcién para promoverla. Como resultado, los genes ZEB1 y ZEB2 han demostrado

interacciones complejas que involucran sistemas compensatorios y funciones antagonistas [69] [70].

ZEB1 juega un papel crucial en la modulacion de los linfocitos T, particularmente en las células T
CD4+. Niveles disminuidos de ZEB1 se asocian con atrofia timica, el desarrollo de leucemia linfoblastica aguda
de células T y una reduccion en la detencion del ciclo celular mediada por la estimulacion del ligando TGFp1.

Ademas, conduce a la regulacion directa del inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina p21 [71].

Cuando los ligandos TGFp1 activan quinasas que fosforilan proteinas Smad, estas proteinas Smad
fosforiladas actian en el nicleo como dimeros y trabajan en conjunto con ZEB1 para detener el ciclo celular.
En contraste, ZEB2 actia como un oncogén en estos casos, aumentando la expresion del receptor de
interleucina-7 (IL7R) a través de la activacion IL7R-JAK/STAT y promoviendo la progresion del ciclo celular

[72]1173].

Ademas, las proteinas ZEBs tienen un Dominio de Union SMAD (SBD) dentro del NZF. ZEB]1 colabora
con las proteinas SMAD para mejorar la transcripcion mediada por SMAD, mientras que ZEB2 tiende a inhibirla.
En consecuencia, sigue sin estar claro si las proteinas ZEB funcionan como un oncogén o como un supresor
tumoral de forma global en los canceres y parece ser que sus funciones como supresor de tumor u oncogén
dependen del cancer en cuestién. Sin embargo, esta distincion parece estar regulada por el reclutamiento

especifico de coactivadores o represores para ZEB1 y ZEB?2 (tabla 2) [74].
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Tabla 2: Reguladores de los genes ZEB2 [72]

Co-activadores o Co-represores de ZEB2

Adhesion y quimiotaxis o4-integrina, CCR7, CXCR3, CXCR3R1, CXCR4,
CXCRS5, EPCAM, ITGB2

Citoquinas especificas de linaje hematopoyético IL2, IL7R, IL15, IL6, G-CSF

Tabla 2. Resumen de algunos de los factores mas importantes en la regulacion de ZEB 2 que se ha demostrado, pueden
actuar como co-activadores o co-represores de su expresion.

Las proteinas ZEB originalmente se descubrieron por su funcion en el proceso de transicion epitelial-

mesenquimal (EMT): Este proceso es impulsado por la disminucion de los genes epiteliales responsables de

la adhesion, la polaridad celular, la composicion de la matriz extracelular y el citoesqueleto. Si bien es crucial
para la plasticidad celular normal en el desarrollo embrionario, corresponde a un mecanismo comun en la
patogenia del cancer. Por el contrario, una regulacion al alza de los genes ZEB se correlaciona con la adquisicion
de propiedades y funciones de las células madre del cancer (CSC), lo que hace que las CSC sean altamente

variables y resistentes a los tratamientos convencionales contra el cancer [75] [72] [35] [73].

Experimentos sugieren que ZEB2 es un blanco directo de la proteina de fusion MLL-AF9. Ademas, se
ha demostrado que ZEB2 puede inhibir genes involucrados en la diferenciaciéon mieloide, lo que conduce a un
aumento de los blastos, por _ende, su inhibicién mejoraria la progresion de la leucemia mieloide aguda
(LMA). Todos esta evidencia sugiere que ZEB2 es un factor de transcripcion responsable de controlar el

compromiso y la fidelidad de las células de la médula 6sea en el proceso de hematopoyesis [76].

En _conclusion, los genes ZEB pueden servir como nuevos reguladores de la proliferacion y

diferenciacion en la hematopoyesis. Como posibles blancos terapéuticos, las proteinas ZEB ofrecen una

estrategia prometedora para tratar la leucemia mieloide aguda [77].
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Hipotesis.

La deteccion de mutaciones clonales en un modelo de leucemia mieloide aguda permitira la correcta

estratificacion de los subtipos de leucemia mieloide aguda para descubrir nuevos blancos terapéuticos.

IV. Objetivos

General:

Desarrollar una metodologia para priorizar mutaciones y genes alterados en Leucemia Mieloide Aguda

(LMA) en base al uso de secuenciacion masiva y/o técnicas de laboratorio.

Especificos:

1) Verificar alteraciones moleculares obtenidas en LMA desde cDNA provenientes de bazos y/o médulas
oseas de ratones con o sin Leucemia Mieloide Aguda, mediante bioinformatica y el uso de diversos métodos

moleculares.
2) Ensayar una alteraciéon molecular del punto 1 en un modelo de LMA in vivo

- 2.1) Obtencion de un retrovirus MLL-AF9 para infectar células madre hematopoyéticas de ratones

CRISPR-Cas9 y transplantar ratones C57BL6 para generar LMA
- 2.2) Utilizar el cDNA proveniente de tejidos del punto 2.1 para verificar genes del punto (1).

3) Analizar metastasis de las células leucémicas generadas en el modelo in vivo a lo largo de diversos

tejidos.
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Metodologia

Objetivo Especifico 1: Verificar alteraciones moleculares obtenidas en LMA desde cDNA

provenientes de bazos y/o médulas dseas de ratones con o sin Leucemia Mieloide Aguda, mediante

bioinformatica y el uso de diversos métodos moleculares.

Verificacion del plasmido que codifica para la proteina MLL-AF9 con el que se generaria LMA

in vivo: Para la verificacion del plasmido que codifica para la proteina MLL-AF9 con el que se

generaria LMA in vivo, se realiz6 un gel de agarosa de SOmL y para esto fue utilizada agarosa marca

winkler al 2% de concentracion, para la intercalacion de ADN fue utilizado 1uL de Saber safe y se

dejoé reposar por al menos 40 minutos para su solidificacion.

Una vez solidificado el gel fue cargado en el primer carril una regla molecular de 1000pb y los
carriles subsiguientes con ADN plasmidial purificado y digeridos con distintas enzimas de restriccion
durante 2 horas, todas las enzimas pertenecian a la marca Biolabs, tal y como se muestra en la Figura

1. También, fue utilizado buffer de carga color pirpura de marca Biolabs

Fue puesto en una camara de electroforésis previamente rellenada con buffer TAE 1Xy se dejo

correr durante 35 minutos a 90volts en corriente constante.

Finalmente la visualizacion fue realizada en un scanner de marca Diagenode.
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Figura 1. Diagrama de carga del gel de agarosa que demuestra el corte con las enzimas se vizualizo con

NebCutter: https://nc3.neb.com/NEBcutter/
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El proceso de secuenciacion fue llevado a cabo en la empresa GenomeQuebec en Canada.Inicialmente,
se evalua la calidad e integridad del ADN plasmidico utilizando QC Bioanalyzer. Posteriormente, las lecturas
de secuenciacion obtenidas mediante tecnologia Illumina son sometidas a una verificacion de calidad con el
software fastp en su configuracion predeterminada. Una vez asegurada la calidad, se procede al ensamblaje del
genoma con Unicycler. Las secuencias ensambladas son identificadas usando BLAST, y finalmente, se realiza

la traduccion de ADN a proteina mediante la herramienta online Expasy Tools.

Generacion de Leucemia Mieloide Aguda (LMA) en Ratones: Los ratones C57BL6 fueron utilizados para

generar LMA. Esto se logré mediante la infeccion de células de médula 6sea con un retrovirus que contenia el

plasmido MLL-AF9. Las células infectadas se introdujeron en ratones para desarrollar la enfermedad.

Edicioén Genética mediante CRISPR-Cas9: Se utilizo la tecnologia CRISPR-Cas9 para realizar cortes genéticos

especificos en los ratones con LMA. Los ratones se dividieron en cuatro grupos basados en las modificaciones
genéticas realizadas: a) Cre: sin modificaciones genéticas, b) Deleccion del gen Zebl1, c¢) Deleccion del gen
Zeb2, y d) Deleccion de ambos genes, Zebl y Zeb2. El corte de genes se indujo mediante la administracion de

Tamoxifeno.

Analisis del Plasmido MLL-AF9-YFP: Tras la secuenciacion, identificacion y traduccion del plasmido, se
realizd un analisis detallado del perfil de cobertura y anotacion génica de los segmentos MLL-AF9 y YFP

presentes en el plasmido.

Secuenciacion de RNA de Célula Unica (Single Cell RNA-seq): Con las muestras de ratones modificados

genéticamente, se realizo una secuenciacion de RNA de célula unica para evaluar el impacto de la delecion de

los genes Zeb1 y Zeb2 en el desarrollo de la LMA.

Analisis Bioinformatico: Se llevé a cabo un analisis bioinformatico en el que se alinearon las secuencias de las
regiones criticas para la generacion de LMA del plasmido MLL-AF9 con la secuencia del plasmido mediante
BLAST. EI objetivo era identificar secuencias especificas de puntos de ruptura para dirigir los partidores

(primers) hacia ellas.
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Disefio y Validacion de Partidores: Los partidores especificos fueron disefiados utilizando la herramienta

Primer-Blast, posteriormente fueron sintetizados y finalmente validados mediante ensayos de qPCR para

confirmar su especificidad y eficacia.
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Objetivo Especifico 2: Verificar y consolidar el modelo de generacion de LMA “in vivo” mediante
su replicacion con y sin irradiacion de médula 6sea

Previo a la implementacion de este modelo in vivo, es importante detallar que: a) se encarg6 un nuevo
plasmido de MLL-AF9 GFP positivo, con el cual se generaron retrovirus y b) nuestro laboratorio llevo a cabo
este protocolo sin irradiacion de médula 6sea, mientras que, en paralelo, otro laboratorio ejecutd exactamente
el mismo protocolo, pero con irradiacion de médula 6sea. Ambos protocolos se basaron en el trabajo escrito por

Jun Lu y colaboradores en el afio 2022. [78]

Parte A: Generacion de particulas retrovirales MLL-AF9 desde células HEK293
(Figura 3)

1. Cultivo celular: Se realiz6 un cultivo celular sembrando células HEK293T en placas de cultivo de 100 mm
auna densidad de 2 x 10° células por placa. Se utilizé6 7 mL de medio DMEM completo suplementado con 10%
de FBS. Las placas se mantuvieron en una incubadora de CO2 al 5% a 37 °C

2. Generacion y purificacion de plasmidos MLL-AF9 gag-POL y pECO (Fig. 2): Se seleccionaron dos tubos
de bacterias E. coli DHSa, que se cultivaron en 400 mL de medio de cultivo cada uno. Se asegurd que al menos
un 30% del volumen estuviera disponible para oxigeno y se incubaron en una estufa con agitacion a 32 °C
durante 16 horas. Posteriormente, se purificaron los plasmidos utilizando el protocolo de purificacion de
plasmidos MACHEREY-NAGEL maxi-prep, siguiendo los pasos a continuacion:

a) Los cultivos bacterianos se centrifugaron durante 10 minutos a 7000 rpm. Los sedimentos
resultantes se resuspendieron en 16 mL de buffer RES (usando vortex) y se procedi6 a su lisis con
16 mL de buffer de lisis, invirtiendo suavemente los recipientes de arriba abajo cinco veces. Tras
una incubacion de 5 minutos, se afiadié el buffer Neu para neutralizar la mezcla, repitiendo la
inversion de los recipientes las veces necesarias hasta aclarar las muestras.

b) En paralelo, se prepararon las columnas (25 mL) con buffer Equ. Después de la neutralizacion, se
clarificaron los lisados neutralizados centrifugandolos en tubos falcon de 50 mL durante 20
minutos a 10000 rpm. El sobrenadante obtenido se filtr6 a través de la columna y se lavo esta
ultima con 15 mL de buffer Equ.

¢) Se elimind el filtro y se lavé la columna con 25 mL de buffer Wash. (En este punto, se pudo
desechar el tubo falcon, ya que los plasmidos se encontraban en la columna). Se eluyeron los
plasmidos de la columna utilizando 15 mL de buffer ELU.

d) Los plasmidos se precipitaron afiadiendo 10.5 mL de isopropanol directamente al tubo falcon y se
centrifugaron durante 40 minutos a 12000 rpm para obtener los sedimentos de plasmidos.

Finalmente, los sedimentos se lavaron con etanol al 70%, se centrifugaron una tltima vez durante
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5 minutos a 12000 rpm, se dejaron secar y se resuspendieron cada uno en 150 a 500 pL de agua
grado biologia molecular, segtin la cantidad de sedimento.
e) Este procedimiento se repitid varias veces hasta obtener suficiente cantidad de plasmido para la

transfeccion. Ademas, cada plasmido fue validado mediante electroforesis en gel de agarosa.

3. Transfeccion de plasmidos MLL-AF9 en células HEK293: Se utilizaron 18,2 uL de plasmido MLL-AF?9,
19 puL de plasmido Gag-Pol y 20 pL de plasmido pECO, mezclados con 300 pL de DMEM sin suplementos y
30 pL de p3000. Por otro lado, se prepard otra mezcla con 20 pL de Lipofectamina 3000 y 100 uL. de DMEM,
dejandola reposar durante 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, el contenido del segundo tubo
se combiné con el del primero, afiadiéndose gota a gota en el centro de las placas de cultivo con una pipeta
P200. Las placas se incubaron luego a 37 °C. Tras 24 horas, se afiadi6 polibreno a una concentracion final de

10 pL por placa. Este procedimiento se repitié diariamente durante cuatro dias.

4. Purificacion de virus generados en la transfeccion: Se utilizé un buffer TNE con un 10% p/v de sacarosa
(marca Great Value). Primero, el medio que contenia los virus se filtr6 a través de un filtro de 0.45 pum para
eliminar el exceso de células muertas. Luego, con mucho cuidado, se anadieron 10 mL del buffer TNE-sacarosa
aun tubo falcon. Luego, de manera gradual, se vertieron 10 mL del medio que contenia los virus sobre el buffer
TNE-sacarosa, inclinando el tubo falcon a un angulo de 45° para que el medio con los virus se depositara
cuidadosamente sobre la capa de buffer-sacarosa, formando dos fases claramente diferenciadas. Finalmente, el
tubo falcon se centrifugd durante 5 horas a 10,000 rpm y se desecho el sobrenadante y se recolectaron los virus

(pellet). Este procedimiento se repiti6 las veces que fueran necesarias hasta obtener la cantidad deseada de virus.
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Figura 2. Representacion esquematica de la generacion de un retrovirus MLL-AF9 in vitro, transfectando los
plasmidos pMLL-AF9 y pEco en células HEK293. El plasmido pMLL-AF9 contiene la proteina de fusion MLL-AF9 y el

plasmido pEco contiene la retrotranscriptasa (gag-pol) y la proteina de la capside del retrovirus.
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Parte B: Generacion de modelo in vivo para generar células LMA con expresion de

GFP: Spinoculation

A) Se utilizaron siete ratones hembra C57BL6/J de 8 semanas de edad, que expresan constitutivamente las
proteinas CRISPR Cas9 y EGFP, denominados CRISPR-Cas9 B6(C)-Gt(RSA)26Soreml.1(CAG-cas9*,-
EGFP)Rsky/]J (Figura 4). Para generar una ablacion parcial de la médula dsea en los ratones, se les inyectd
intraperitonealmente una soluciéon de 5-Fluorouracilo a una concentracion de 150 mg/kg por animal. La
evidencia bibliografica indica que, tras 24 horas de tratamiento, se induce una disminucion del 80% de las
células formadoras de colonias en la médula 6sea, efecto que se intensifica durante los dias de tratamiento hasta

un maximo de seis dias. En un experimento paralelo, después de este paso, los ratones fueron irradiados.

B) Se sacrificaron de dos en dos para su procesamiento. Primero se anestesiaron con isofluorano y luego se les
aplico dislocacion cervical. Después del sacrificio, se abrieron los animales desde la parte inferior del peritoneo
utilizando tijeras y pinzas. Se separé la piel de los muslos y se cortaron los huesos de la cadera de ambos lados
de las patas, manteniéndolos lo mas intactos posible, para luego limpiar los huesos del tren inferior con un par

de pinzas y tijeras.

C) Paralelamente, se perfor6é la base de tubos eppendorf de 0.6 mL con una aguja de jeringa de 23 g

(preferentemente) y se colocaron en un eppendorf de 1.5 mL con 300 pL de FBS.

D) Una vez limpios los huesos (tibias, crestas iliacas y fémures), se les realizo un corte entre la diafisis y la
epifisis, y se colocaron aproximadamente tres en cada tubo eppendorf de 0.6 mL. Luego se realizé una

centrifugacion durante 1 minuto a 8500 rpm (Figura 3).

E) Después de la centrifugacion, las células de la médula dsea se recogieron de los eppendorfs (Figura 3) y se
sembraron en frascos T25 con medio R20/20 (iMEM 50%, DMEM 50%, FCS 10%, IL6 a 5 ng por 10 ml de
medio, SCF a 20 ng por 5 mL de medio e IL3 a 5 ng por 10 ml de medio). La infeccion con el virus se realizd

aproximadamente 24 horas después.

F) Para la infeccion con retrovirus, se utilizaron seis eppendorfs con virus para infectar tres frascos T25 con
células de médula ésea. Se combind el medio de los tres frascos y se centrifugd durante 5 minutos a 1000 rpm.

Después, se elimino el sobrenadante y se afiadié medio DMEM con virus. El volumen total se dividi6 entre los
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tres T25, afiadiendo 4 mL de medio a cada uno. Finalmente, estas células fueron sometidas a "spinnoculation"

durante 1 hora a 1500 rpm para completar la infeccion.

Figura 3. A) C57BL6/J CRISPR huesos largos de ratones C57BL6/J CRISPR cas9 depositados en los eppendorf

antes del spin B) Centrifuga para eppendorf utilizada en el spin C) Células de la médula 6sea extraidas en SFB dentro del

tubo eppendorf de 1.5mL

CRISPR-Cas9 B6(C)-Gt(RSA)26Sorem1.1(CAG-cas9*,-EGFP)Rsky/J

Rosa26 Locus:

Promotor: ?ﬂ ?A
CAG EGFP Y cas9

Figura 4. Representacion de locus Rosa26 en los ratones C57BL6J-CRISPR-Cas9 (Donantes). Un promotor
Fuerte (CAG) lleva expresion constitutiva de EGFP y Cas9. El péptido de insecto “Y” hace que después de la traduccion,
EGFP se clive de Cas9 para que Cas9 adquiera mayor estabilidad y los gRNA guias puedan unirse a la proteina de forma

efectiva.
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Parte C: Monitoreo de los animales

A) Losratones que se utilizaron como donantes de médula 6sea fueron sacrificados a mas tardar el quinto

B)

0

dia después de recibir la inyeccion de 5-Fluorouracilo. Se evalud diariamente el estado de los animales.
Para prevenir infecciones, el agua fue acidificada y se administraron paracetamol intravenoso y/o
antiinflamatorios no esteroides (AINEs) basados en los signos de dolor que presentaron los animales,
tales como disminucién del movimiento, postura encorvada, pelaje descuidado, reduccion repentina
en la ingesta de alimentos y agua, o estrabismo [79, 80]. Como recompensa, se les ofrecié a los

animales puré suave (nutri-gel).

Se utilizaron diez hembras C57BL6/J wild type como receptoras de células de médula dsea infectadas
con MLL-AF9. El trasplante se llevo a cabo mediante una inyeccion intravenosa en la vena de la cola,
usando una jeringa de 27 Gauge que contenia 200 pL del medio con las células infectadas. Los
animales fueron inmovilizados usando un dispositivo restrainer y se limpidé previamente la cola con
etanol para evitar contaminaciones. Después del procedimiento, se suministrd a los animales agua
acidificada con acido clorhidrico a un pH de 2.5-3.0. [Hall, White et al. 1980] [Tober-Meyer and
Bieniek 1981] [Blaser and Luthy 1988].

La leucemia mieloide aguda se monitoreé mediante el conteo de blastos en extendidos de sangre
periférica de los ratones C57BL6/J, utilizando tincion Giemsa. Cuando la cantidad de blastos excedid
el 2% de las células sanguineas, se procedio al sacrificio de los animales por dislocacion cervical. La
extraccion de sangre se realizo segun el protocolo descrito, que consiste en la extraccion de sangre
mediante venopuncién en la vena safena sin anestesia, con ayuda veterinaria. Las tomas de sangre se
realizaron a las dos semanas post-trasplante, al mes post-trasplante y, posteriormente, cada dos

semanas.
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Figura 5. Flujograma de trabajo que esquematiza: A) extraccion de las células de la médula 6sea de los ratones
CRISPR-Cas9 que expresan constitutivamente EGFP y Cas9. B) la infeccion de estas células previamente recolectadas de
la médula de los huesos largos de los ratones por el retrovirus MLL.AF9 mediante spinoculation. C) Inyeccion de las células
de la médula del raton CRISPR-Cas9 ya infectadas con el retrovirus en los ratones C57BL/6J wild type. D) extraccion de
los huesos largos y posteriormente también, las células de la médula 6sea para ser analizadas mediante métodos moleculares.

E) estudio histo-morfologico de tejidos como Bazo, Rifion, pulmones, higado y cerebro.
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Objetivo especifico 3: Analizar la metastasis de células leucémicas generadas en un modelo in vivo
a través de varios tejidos.

Para evaluar la diseminacion de células leucémicas y su impacto en diversos 6rganos, se extrajeron
bazo, higado y huesos de ratones del modelo in vivo. Se sometieron a andlisis mediante inmunohistoquimica
para identificar la presencia y distribucion de células leucémicas. Ademas, se aplicaron técnicas de histoquimica
clasica, incluyendo la tincion de Giemsa y la hematoxilina y eosina (H&E), para evaluar morfologicamente los
tejidos y detectar posibles alteraciones estructurales asociadas a la infiltracion leucémica. Este enfoque permitié

una evaluacion detallada de la extension de la metastasis leucémica y su efecto en los tejidos examinados.

Protocolo de Extraccion/Fijacion de tejidos

Punto final a ratones C57bl6J wild type
1.- Los ratones se adormecieron con isofluorano en una camara cerrada

2.- inyeccion intraperitoneal de ketamina/xilacina (50/50) y se esperd unos minutos que el raton se

anestesiara completamente.

3.- posicionamiento del animal en una tabla (boca arriba), sellando sus extremidades con “tipe o cinta”

en posicion de supinacion.
4.- remocion del pelaje con tijeras

5.- remocion de la piel, en conjunto con la grasa y la musculatura abdominal exponiendo los 6rganos

de la caja torécica

6.- Introduccion de la bomba de PBS inyectada directamente en el ventriculo izquierdo (sin inocular

el PBS)

7.- Se realizé un pequefio corte en la auricula derecha.

8.- comenzar a perfundir el PBS (muy lentamente) a través de la bomba hasta terminar los 50mL
9.- cambiar la bomba de PBS por una de PFA al 1% (0 4%)

10.- comenzar a perfundir el PFA 1% a través de la bomba, observando que el higado comience a

tornarse menos rojizo y mas blanquecino.
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11.- Si el fijador se perfundié bien (higado aclarado, goteo de PFA por la nariz del raton,

levantamiento de la cola) proceder con la extraccion de los 6rganos objetivos
12.- Si el fijador no se perfundié completamiento bien, inocular S0mL mas de PFA al 1%
13.- extraccion de 6rganos: cerebro, higado, bazo y médula osea

14.- El higado, bazo y rifiones fueron almacenados en tubos de 50mL con PFA al 4% en una
proporcion de diez veces mas volumen de fijador que el volumen de los tejidos (1:10). Por (al menos)

24 horas, antes de ser embebidos en parafina para la construccion de un taco histologico.

En el caso de las médulas, Se realizd también un protocolo para extraer células provenientes de

medula 6sea aisladas para generar extendidos.

Protocolo para la extraccion de células aisladas de médula ésea

1.- Extraccion de los huesos largos previamente fijados por perfusion
2.- Eliminacion del tejido muscular que rodea el musculo utilizando pinzas y/o tijeras para descarnar
3.- Corte del hueso largo entre la epifisis y la diafisis para exponer la médula

4.- dejar los huesos con el corte en un tubo de 0,6mL en el que previamente se realizé un agujero con

jeringa
5.- depositar los tubos de 0,6mL en tubos de 1,5mL
6.- centrifugar los tubos

7.- generar un extendido con las células extraidas de la médula 6sea

Los huesos fueron descalcificados previo a su inclusion en parafina, para esto fueron sumergidos en
EDTA ph 8.0 durante 4 dias en el caso de las muestras de Canada y acido nitrico al 5% durante 3 dias

en el caso de los controles negativos.
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Las tinciones utilizadas para el estudio histoldgico fueron Hematoxilina eosina para las médulas
oseas/ bazos e higados, y Giemsa para médulas 6seas y extendido celular proveniente de médula osea.
Ademas, se realizd un protocolo de Inmunohistoquimica cromogénica para los anticuerpos CD3,

BCL6 y CD34.

Los cortes fueron realizados con un micrétomo y variaron de los 3 a las 7 micras dependiendo del

tejido

Protocolo de tinciéon de H/E

Para el h/e fue utilizado el equipo automatizado que cumple con el siguiente proceso
1.- Desparafinacion de muestras

2.- Tincion con hematoxilina de Harris

3.- Azulamiento nuclear

4.- Tincién con eosina

5.- Deshidratacion de los cortes

6.- Aclaracion en xilol

7.- Montaje con resina/entellan

Protocolo para tincion de Giemsa para cortes histolégicos

1.- Desparafinacion de las muestras
2.- Sumergir en solucion de Giemsa marca Merk al 25% por 10 minutos

3.- Diferenciar en agua acetificada al 10% con 3 inmersiones y rapidamente detener la reaccion con

agua corriente para controlar al microscopio (repetir el proceso hasta obtener la coloracion deseada)
4.- deshidratacion en alcohol isopropilico

5.- aclarar en xilol y montar con resina.
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Protocolo para tincion de Giemsa extendido histologico

1.- Fijar las células sumergiendo los extendidos en metanol frio (-4°c) durante al menos 8 minutos
2.- Sumergir las muestras en solucion de Giemsa marca Merk al 25% por 10 minutos

3.- Diferenciar en agua acetificada con 3 inmersiones y rapidamente detener la reacciéon con agua

corriente para controlar al microscopio (repetir el proceso hasta obtener la coloracion deseada)
4.- deshidratacion en alcohol isopropilico

5.- aclarar en xilol y montar con resina.

Protocolo de Inmunohistoquimica cromogénica.

Las THQ fueron realizadas con el equipo automatizado Ventana-benchmarck cada anticuerpo se

diluy6 1:500 y la tincidén nuclear se realizé (dentro del mismo equipo) con hematoxilina de Harris.

Para la extraccion de células aisladas de médula dsea, se retiraron los huesos largos fijados por
perfusion y se despejo el tejido muscular adyacente. Luego se realizé un corte entre la epifisis y la difisis para
exponer la médula dsea, se colocaron los huesos con el corte hacia abajo en un tubo de 0,6 mL perforado y se
depositaron en tubos de 1,5mL para ser centrifugados y recuperar las células de médula 6sea, las cuales se

utilizaron para preparar extendidos citolégicos.

Los huesos se descalcificaron previamente a su inclusion en parafina, sumergiéndolos en EDTA pH

8.0 durante cuatro dias o acido nitrico al 5% durante tres dias.

Las tinciones utilizadas para el andlisis histolégico incluyeron Hematoxilina y Eosina para la
visualizacion de médulas oseas, bazos e higados, mientras que la tincion de Giemsa se aplicé a médulas dseas
y extendidos celulares. Se llevo a cabo un protocolo de inmunohistoquimica cromogénica para la deteccion de
los anticuerpos CD3, BCL6 y CD34, utilizando el equipo automatizado Ventana-benchmark para cada

anticuerpo diluido 1:500 (en el buffer comercial ventana) y la tincion nuclear con hematoxilina de Harris.
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Resultados

Resultados de objetivo Especifico 1: Verificar mutaciones obtenidas en LMA desde cDNA
provenientes de bazos y/o médulas dseas de ratones con o sin Leucemia Mieloide Aguda, mediante

bioinformatica y el uso de diversos métodos moleculares.

Verificacion y caracterizacion del plasmido MLL-AF9 Asociado a YFP

Se llevo a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 2% para verificar la presencia del plasmido
MLL-AF9 fusionado a GFP de 11.500 pares de bases de tamafo, utilizado en la generacion de retrovirus para
el modelo in vivo de LMA, antes del inicio de esta tesis. Tras la digestion con la enzima EcoR1, se observé una
banda inespecifica de 500 pares de bases y, en el carril adyacente, multiples bandas que sumaban entre 13.000
y 14.000 pares de bases (Figura 6A). Esto hizo necesaria la caracterizacion mediante electroforesis capilar para
identificar estas secuencias dudosas (Figura 6B). Como resultado, se descubrid que estas secuencias
correspondian a la proteina amarilla fluorescente (YFP) en lugar de la verde fluorescente (GFP). Por
consiguiente, el ADN de los ratones C57BL6 wild type con LMA inducida en Canada, utilizado previamente a
la elaboracion de esta tesis, contenia la proteina YFP y no GFP. Asi, los resultados presentados en las Figuras

7y 8, que se basaron en este ADN, muestran la presencia de la proteina YFP en lugar de GFP.
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Figura 6. Analisis electroforético del plasmido MLL-AF9

A) Electroforesis en gel de agarosa al 2% mostrando el plasmido MLL-AF9 de 11,150 pares de bases (pb). El primer carril
corresponde al plasmido sin digerir; el segundo, al plasmido linealizado tras la digestion con la enzima BamHI; en el tercer
carril, después de la digestion con EcoR1, se observa una banda inespecifica de 500 pb; y el cuarto carril revela multiples

bandas de origen incierto tras el corte con Mfel.

B) Resultados de la electroforesis capilar fluorescente realizada después del ensamblaje del plasmido MLL-AF9 a partir de
datos de Illumina QC Bioanalyzer. Se compara la intensidad de fluorescencia en el eje X con el tamafio en pares de bases
en el eje Y, indicando que el tamafio mas frecuente de las secuencias es de 497 pb, con un total de 55,092,783 lecturas, un

puntaje Phred de 36 y un porcentaje de secuencias duplicadas del 77.076%.
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La Figura 7 se obtuvo al alinear lecturas de RNA-seq, utilizando kits TruSeq de Illumina, provenientes
de células leucémicas c-kit positivas contra el plasmido ensamblado MLL-AF9-YFP. Este proceso permitio la
evaluacion precisa de la cobertura y expresion de las proteinas MLL-AF9 y YFP, demostrando un ensamblaje
completo del 100% para ambas proteinas. Se destaca una proporcion de 2:1 de MLL-AF9 respecto a YFP. Los
analisis subsecuentes de célula unica revelaron que la expresion de MLL-AF9 es mayor que la de YFP, lo cual
se refleja en la escala colorimétrica de las Figuras 8 A a 8D, corroborando los resultados de cobertura de la
Figura 7 y enfatizando la relevancia de alinear las secuencias de RNA-seq con el plasmido ensamblado para

una caracterizacion detallada.
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Figura 7. Analisis de cobertura y anotacién génica de los segmentos MLL-AF9y YFP en el plasmido MLL-AF9-YFP,
basado en lecturas de RNA-seq TruSeq de Illumina de células leucémicas c-kit positivas, alineadas contra el plasmido
ensamblado. Este analisis se realiz6 utilizando la herramienta pyGenomeTracks en Python usando como input los archivos

BAM conteniendo las lecturas de RNA-seq alineadas.

A) El segmento correspondiente a la proteina MLL-AF9 muestra una cobertura total, evidenciando un ensamblaje completo

al 100%. Ademas, se destaca una proporcion de 2X en comparacion con YFP.

B) El segmento de la proteina YFP también presenta una cobertura completa, lo que indica un ensamblaje al 100%. La
proporcion de YFP se mantiene en 1X en relacion con MLL-AF9, reflejando la diferencia en la expresion de ambas proteinas

en las células analizadas.
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Figura 8: Resultados de secuenciacién Sanger y analisis de dominios conservados del plasmido MLL-AF9-YFP.

A) Cromatograma de la secuenciacion Sanger mostrando la lectura de bases nucleotidicas (A, T, C, G) con su
correspondiente color. Se presentan distintas secciones del cromatograma, cada una con una numeracién que indica la
posicion de la base en la secuencia. Las areas sombreadas indican SNPs y los picos indican la calidad de la llamada de bases

en diferentes puntos de la secuencia.

B) Analisis bioinformatico de la secuencia obtenida, donde se ilustran los dominios conservados detectados,
representados en la barra superior con marcas y letras que indican la familia de proteinas o dominios funcionales
identificados por BLASTX. El grafico de barras muestra la distribucion de los primeros 100 mejores hits de BLASTX,
destacando la homologia con la proteina AF-9 isoforma 2 de Mus musculus. En el caso del gen AF9, la porcion de la

proteina AF9 murina mostrada tiene 100% de homologia con la proteina AF9 humana.
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Figura 9. Analisis de expresion de los segmentos MLL-AF9y YFP en células de médula ésea MLL-AF9+ de ratones
CS7BL6, utilizando single cell RNA-seq. A través de un analisis de visualizacién k-nearest-neighbor, se exploraron
las tendencias de diferenciacion celular y la expresion de los transcritos que codifican para las proteinas MLL-AF9
e YFP bajo distintas condiciones: A) La expresion de MLL-AF9 se observa con intensidades entre 2 y 4 en la escala
colorimétrica, agrupando las células principalmente cerca del centro, en los cuadrantes superiores con una ligera inclinacion
hacia la derecha. B) Tras la delecion de Zeb2, la expresion de MLL-AF9 se mantiene en el rango de 2 a 4 en la escala
colorimétrica, pero las células tienden a diferenciarse hacia el cuadrante superior izquierdo. C) La expresion de YFP muestra
intensidades de 0 a 2 en la escala colorimétrica, con células agrupadas cerca del centro de los cuadrantes superiores, similar
a la observacion sin delecion. D) Con la delecion de Zeb2, la expresion de YFP, también en un rango de 0 a 2 en la escala
colorimétrica, muestra una tendencia de diferenciacion hacia el cuadrante superior izquierdo, alinedndose con la tendencia

observada para MLL-AF9 bajo la misma condicion.
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El analisis detallado del grafico de single cell, que muestra la expresion de los segmentos MLL-AF9 'y
YFP en células de médula 6sea de ratones C57BL6 (Figura 9), fue posible gracias a la secuenciacion previa
del plasmido MLL-AF9-YFP (Figura 8). La inclusion de esta secuencia como referencia adicional en el analisis
permitié alinear con precision las lecturas de single cell RNA-seq contra el genoma de raton, enriquecido con
la secuencia del plasmido. Este enfoque fue crucial para identificar las células infectadas por el retrovirus MLL-

AF9.

Para el disefo de partidores especificos que se enfocan en el punto de ruptura entre los genes MLL y
AF9, asi como para la creacion de nuestro modelo in vivo para el objetivo nimero 2, fue necesario comenzar
con la secuenciacion y validacion de nuestro plasmido MLL-AF9 fusionado a GFP (Figura 10). Después de
obtener la secuencia, se procedi6 a traducirla a una secuencia de aminoacidos usando la herramienta Expasy
Tools (translate DNA - Protein). Los detalles de esta traduccion se pueden ver en la Figura 11, donde se
destaca la localizacion del punto de ruptura. Este paso en el diseflo de los primers asegura la especificidad para

la deteccion y cuantificacion del transgén MLL-AF9 en nuestras muestras de LMA.
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Disefio de partidores especificos para MLL-AF9

Secuencia de aminoacidos MLL-AF9

MDYKDDDDKGNSANMAHSCRWRFPARPGTTGGGGGGGRRGLGGAPRQRVPALLLPPGPPVGGGGPG
APPSPPAVAAAAAAAGSSGAGVPGGAAAASAASSSSASSSSSSSSSASSGPALLRVGPGFDAALQVSAAI
GTNLRRFRAVFGESGGGGGSGEDEQFLGFGSDEEVRVRSPTRSPSVKTSPRKPRGRPRSGSDRNSAILSDP
SVFSPLNKSETKSGDKIKKKDSKSIEKKRGRPPTFPGVKIKITHGKDISELPKGNKEDSLKKIKRTPSATFQ
QATKIKKLRAGKLSPLKSKFKTGKLQIGRKGVQIVRRRGRPPSTERIKTPSGLLINSELEKPQKVRKDKEG
TPPLTKEDKTVVRQSPRRIKPVRIIPSSKRTDATIAKQLLQRAKKGAQKKIEKEAAQLQGRKVKTQVKNI
RQFIMPVVSAISSRIIKTPRRFIEDEDYDPPIKIARLESTPNSRFSAPSCGSSEKSSAASQHSSQMSSDSSRSSS
PSVDTSTDSQASEEIQVLPEERSDTPEVHPPLPISQSPENESNDRRSRRYSVSERSFGSRTTKKLSTLQSAPQ
QQTSSSPPPPLLTPPPPLQPASSISDHTPWLMPPTIPLASPFLPASTAPMQGKRKSILREPTFRWTSLKHSRS
EPQYFSSAKYAKEGLIRKPIFDNFRPPPLTPEDVGFASGFSASGTAASARLFSPLHSGTRFDMHKRSPLLR
APRFTPSEAHSRIFESVTLPSNRTSAGTSSSGVSNRKRKRKVFSPIRSEPRSPSHSMRTRSGRLSSSELSPLTP
PSSVSSSLSISVSPLATSALNPTFTFPSHSLTQSGESAEKNQRPRKQTSAPAEPFSSSSPTPLFPWEFTPGSQTE
RGRNKDKAPEELSKDRDADKSVEKDKSRERDREREKENKRESRKEKRKKGSEIQSSSALYPVGRVSKEK
VVGEDVATSSSAKKATGRKKSSSHDSGTDITSVTLGDTTAVKTKILIKKGRGNLEKTNLDLGPTAPSLEK
EKTLCLSTPSSSTVKHSTSSIGSMLAQADKLPMTDKRVASLLKKAKAQLCKIEKSKSLKQTDQPKAQGQ
ESDSSETSVRGPRIKHVCRRAAVALGRKRAVFPDDMPTLSALPWEEREKILSSMGNDDKSSIAGSEDAEP
LAPPIKPIKPVTRNKAPQEPPVKKGRRSRRCGQCPGCQVPEDCGVCTNCLDKPKFGGRNIKKQCCKMRK
CQNLQWMPSKAYLQKQAKAVKKKEKKSKTSEKKDSKESSVVKNVVDSSQKPTPSAREDPAPKKSSSEP
PPRKPVEEKSEEGNVSAPGPESKQATTPASRKSSKQVSQPALVIPPQPPTTGPPRKEVPKTTPSEPKKKQPP
PPESGPEQSKQKKVAPRPSIPVKQKPKEKEKPPPVNKQENAGTLNILSTLSNGNSSKQKIPADGHRIRVDF
KEDCEAENVWEMGGLGILEVKSPIKQSKSDKQIKNGECDKAYLDELVELHRRLMTLRERHILQQIVNLIE
ETGHFHITNTTFDFDLCSLDKTTVRKLQSYLETSGTS

Figura 10. Resultado de la secuenciacion de tipo sanger realizada en el plasmido MLL-AF9 y transformada en secuencia

aminoacidica mediante la herramienta Expasy Tools

Para la discriminacion del area de traslocacion y la region clave, se emplearon secuencias obtenidas a
través de analisis bioinformatico, junto con secuencias disponibles en NCBI. Al alinear estas secuencias con el
plasmido, se identificaron coincidencias consistentes en una region de 25 aminoacidos (Figura 11), la cual fue
utilizada para desarrollar partidores especificos para la deteccion de la proteina de fusion MLL-AF9. Los
dominios relevantes de la proteina MLL-AF9 se identificaron mediante utilizando la herramienta de biisqueda
de Interpro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/text/) (Figura 12). Los partidores diseflados fueron
evaluados mediante PCR en tiempo real. En este ensayo se analizaron 5 muestras; las muestras 1 a 4
correspondian a ADN de bazo de ratones sin LMA, mientras que la muestra 5 provenia de un bazo
esplenomegalico de un raton afectado por leucemia mieloide aguda (Figura 13). Los resultados mostraron una
alta expresion de MLL-AF9 tnicamente en la muestra 5, indicando la ausencia de expresion significativa en las

demas muestras.
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PVNKQENAGTLNILSTLSNGNSSKQK IPADGHRIRVDFKEDCEAENVWEMGGLGILEVKS 1440
------------------------------- HRIRVDFKEDCEAENVWEMGGLGIL---- 25
------------- LSTLSNGNSSKQK IPADGHRIRVDFKEDCEAENVWEMGGLGILEVKS 47

3K 3K 3K K K K K KR KR RO OR R R R OR KR R R Rk X

PIKQSKSDKQIKNGECDKAYLDELVELHRRLMTLRERHILQQIVNLIEETGHFHITNTTF 1500
------------------------------------------------------------ 25
PIKQSKSDKQIKNGECDKAYLDELVELHRRLMTLRERHILQQIVNLIEETGHFHITNTTF 107

DFDLCSLDKTTVRKLQSYLETSGTS 1525
------------------------- 25
DFD-- === ==m == mm e e 110

Partidores  Forward: 5-GGCACTTTGAACATCCTCAGCACT-3’
Reverse: 5'- TTCAAGGATCCCTAAGCCTCCCAT

Figura 11. Resultado del alineamiento fue realizado en Clustal omega, utilizando el plasmido secuenciado de MLL-

AF9 y varias secuenciaciones obtenidas mediante analisis bionformatico en NCBI.

Como resultado se obtuvieron los partidores especificos 5’-GGCACTTTGAACATCCTCAGCACT-3’ como forwardy 5°-
TTCAAGGATCCCTAAGCCTCCCAT como reverse para verificar la presencia de la proteina de fusion MLL-AF9 en

LMA.
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Figura 12. Caracterizacién de los dominios de la proteina de fusién MLL-AF9:

A) El dominio ANC1 (AHD), presente en AF-9, es un componente esencial del complejo de superelongacion que interactia
con la cromatina. Este dominio es crucial para incrementar la tasa de transcripcion de la ARN polimerasa II, ya que evita
pausas transitorias de la enzima en diversos puntos del ADN. Proteinas como ENL (también conocida como MLLT1)

también presentan este dominio (Interpro: IPR040930).

B) Los dominios Zinc Finger (Znf) son pequefias estructuras proteicas que se asemejan a dedos y forman contactos en
tandem con sus moléculas objetivo. Aunque algunos se unen al zinc, otros pueden asociarse con hierro o no unirse a metales.
Identificados inicialmente en el factor de transcripcion TFIIIA de Xenopus laevis por su capacidad de union al ADN, ahora
se sabe que pueden interactuar con ADN, ARN, proteinas y/o lipidos. La especificidad de union de estos dominios depende
de su secuencia de aminoacidos y estructura tridimensional, y suelen presentarse en grupos con diferentes especificidades.
Existen varias superfamilias de estos dominios con variaciones en su secuencia y estructura. Los Znf participan en funciones
variadas, incluyendo la transcripcion génica, traduccion, transporte de ARNm, organizacion del citoesqueleto, desarrollo
epitelial, adhesion celular, plegamiento de proteinas, remodelacion de la cromatina y deteccion de zinc. El dominio CXXC,
caracterizado por contener ocho residuos de cisteina que se unen a dos iones de zinc, se halla en varias proteinas asociadas
a la cromatina. Este dominio se caracteriza por dos repeticiones CGXCXXC y se une a dinucledtidos CpG no metilados,

mostrando una estabilidad notable y cambios minimos al interactuar con sus blancos transcripcionales.
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A continuacion, se procedié a ensayar los partidores especificamente disefiados en ARN extraido de bazos

afectados y no afectados por esplenomegalia, originada por leucemia secundaria MLL-AF9. Esto permitio evaluar la

precision y especificidad de los partidores en la deteccion de la expresion del gen de fusion MLL-AF9 en un contexto

patologico:
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Figura 13. Deteccion de la proteina de fusion MLL-4F9 mediante PCR en tiempo real:

A) En el grafico, las muestras S1, S2, S3 y S4 representan bazos normales de ratones, y la muestra S5 proviene de un bazo
esplenomegalico de un raton con LMA. Este patron indica la presencia exclusiva de expresion significativa de MLL-AF9

en la muestra S5, en contraste con las muestras S1 a S4, que muestran niveles de expresion indetectables o muy bajos.

B) El gel de agarosa confirma la presencia de la secuencia especifica de MLL-AF9 en las muestras desde S1 hasta S5,y
demuestra la ausencia de contaminantes en el control negativo. Este resultado corrobora la especificidad y eficacia de los
partidores disefiados para amplificar el segmento de interés en la muestra afectada por LM A, mientras que en los controles
normales y en el control negativo no se observan bandas relevantes. T-test: * p-value < 0.05, ** p-value < 0.01, *** p-

value < 0.005, **** p-value < 0.001
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Resultados de Objetivo especifico niimero 2: Ensayar una alteracion molecular del punto 1 en un

modelo de LMA in vivo

2.1) Obtencion de un retrovirus MLL-AF9 para infectar células madre hematopoyéticas de ratones CRISPR-

Cas9 y transplantar ratones C57BL6 para generar LMA

Estandarizacion del modelo “in vivo” para la generacion de LMA en modelo de raton

Antes de iniciar la generacion del modelo in vivo, se compr6 en addgene un nuevo plasmido MLL-AF9
fusionado a la proteina GFP. Para verificar la integridad de este plasmido, se realizoé una electroforesis en gel
de agarosa, representada en la Figura 14, donde el plasmido se cargo en cuatro carriles distintos. En el primer
carril, se cargd el plasmido sin digerir; en el segundo, se sometié a digestion con la enzima BamH1 para
linealizarlo y liberar el fragmento que codifica para GFP, demostrado en una banda de 500 pb correspondiente
a la proteina GFP. Los carriles tres y cuatro contuvieron el plasmido tratado con las enzimas EcoR1 y Mfel,
respectivamente. La digestion con estas dos enzimas debia linealizar el plasmido, cosa que ocurrié. En todos
los casos, el tamafio de las bandas observadas coincidia con los tamafios esperados, 1o que confirm¢ la integridad

del plasmido para continuar con los experimentos.
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Figura 14. Comprobacion del plasmido MLL-AF9-GFP mediante electroforesis en gel de agarosa.

A) El gel presenta cuatro carriles en los que se cargé el plasmido MLL-AF9. En el primer carril, el plasmido aparece en su
forma circular cerrada, con un tamafio de 11,150 pares de bases. En los carriles subsiguientes, se muestra el plasmido
linealizado tras la digestion con las enzimas BamH]1, EcoR1 y Mfel, respectivamente. Notese que la digestion con BamH]1
liber6 un fragmento de 500 pb correspondiente a GFP. Las ubicaciones de los cortes efectuados por estas enzimas fueron
verificadas previamente utilizando la herramienta online NebCutter, lo que permiti6 confirmar la integridad y la estructura

esperada del plasmido.
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Monitoreo de la progresion de LMA “in vivo”

Para evaluar la progresion de la leucemia, se monitore6 la expresion de la proteina GFP acoplada a
MLL-AF9 en células de leucemia mieloide aguda (LMA) utilizadas en la inoculaciéon. Los ratones que no
recibieron irradiacién mantuvieron una condicion estable, sin sintomas ni pérdida de peso durante las primeras
12 semanas post-inoculacion. En cambio, los ratones irradiados comenzaron a mostrar signos clinicos de
leucemia a las 12 semanas, evidencia que se corroboro en el analisis histologico de médula 6sea e higado, donde
se observd metastasis, como se ilustra en las figuras del 17 al 21. Hacia la semana 16, aquellos ratones no
irradiados presentaron signos de proliferacion leucémica, considerandose una leucemia incipiente, representada
en las figuras 15 B-F, siendo particularmente notable en el espécimen 645-4, marcado en la figura 15 G, en

contraposicion al control negativo de la figura 15 A.

Enla semana 18, se hizo seguimiento de los ratones con LMA incipiente que no habian sido irradiados,
como se muestra en la figura 16. A pesar de que el control negativo figura en la imagen 16 A, el resto de los
ratones infectados con el retrovirus mostrd variaciones en la proliferacion de células leucémicas, con un
aumento leve en algunos casos y una disminucion en otros. El espécimen 645-4, que previamente tenia la mayor
cantidad de células GFP positivas, disminuyé su expresion del 2.4% al 1.5%. Estos niveles resultaron
insuficientes para confirmar un diagnéstico de LMA, lo que llevo a la decision de sacrificar a los sujetos de
prueba y continuar los experimentos solo con los ratones que habian sido irradiados. Todos los individuos

sacrificados no presentaron LMA ni un bazo agrandado ni metastasis a nivel de las necropsias.
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Figura 15. Citometria de flujo proveniente de sangre periférica de ratones infectados con retrovirus luego de 16

semanas de la inoculacién: A corresponde a un control negativo que no fue inoculado con LMA mientras que el resto de

muestras B-J corresponden a ratones que si fueron inoculados y que presentan expresion leve de la presencia de GFP que

se representa en el cuadrante Q4.

53



A Specimen_001-CTRL NEG B 001-L1 580-1 Specimen_001-L1 580-2 D 3 001-L3622-3
-] 0.0% EN 0.0% 0.0% e 0.0%
ER Q2 Q2 Q @z & 3
< ] 3]
e £
: 0, ; 0, B ; 0,
o 1.8% o 1.3% E 2 0.5%
= il e H 8
& pmpy LR T s e i - i o ek 3 SR T
=1 Alexa Fluor 700-4 k Alexa Fluor 700-A Alexa Fluor 700-A Alexa Fluor 700-A
Specimen_001-L2 641-2 Specimen 001-L2 645-4 001-L1 625-3
E -] F-]
0, H
0.0% 0.0% i 0.0%
< ® < 99 @
e} E A
= Ey
0.6% 1.6% (. 1.5% ] 1.6%
§4 P IR R e, e oA T e I A PR AL m L1 SRR PR L
o Alexa Fluor 700-A Alexa Fluor 700-4 0 Alexa Fluor 700-4 Alexa Fluor 700-A
Specimen_001-L1 625-4 Specimen_001-L1 625-5
I “aq
1 0
0.0% 0.0%
< 3 Q Qz
3 3
Ee
2
E 1.2% 1.9%
AR R RRALLY e s g e
o W w 10 10° g 10 l 0°
Alexa Fluor 700-A Alexa Fluor 700-A

Figura 16. Citometria de flujo proveniente de sangre periférica de ratones infectados con retrovirus luego de 18
semanas de la inoculacién: A corresponde a un control negativo que no fue inoculado con LMA mientras que el resto
de muestras B-J corresponden a ratones que si fueron inoculados y que presentan expresion leve de la presencia de GFP

que se representa en el cuadrante Q4.
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Resultados de objetivo especifico niimero 3: Analizar metastasis de las células leucémicas

generadas en el modelo in vivo a lo largo de diversos tejidos

Analisis Histologico de médula 6sea — Deep learning analisis

El analisis histologico de la médula ésea de los ratones reveld diferencias significativas entre los
especimenes knock-out para los factores de transcripcion Zebl, Zeb2 o ambos (Figuras 18 y 19). Los ratones
sin modificaciones genéticas estan etiquetados como "Cre-only" (Figuras 18 A/F y K, respectivamente). En
estos cortes, tefiidos con Hematoxilina y Eosina, se observa una marcada hipercelularidad, notable
pleomorfismo nuclear y un aumento en la relacion de tamafio celular en comparacion con los controles (Figuras
18E,Jy O; 19 E, J y O, respectivamente). Estas caracteristicas también son evidentes en las fotografias de
cortes teflidos con Giemsa (Figuras 19 A, F y K, respectivamente). Por otro lado, las muestras de huesos
provenientes de ratones con el gen Zebl inactivado no muestran diferencias significativas respecto a las
muestras Cre-only a nivel celular o citoldgico, salvo por un aumento estadisticamente significativo en la
presencia de megacariocitos y/o megaloblastos primitivos (Figuras 18 B, Gy L; 19 G y L, respectivamente).
Los cortes provenientes de las muestras con inactivacion de Zeb?2 presentan una disminucion en la celularidad
y en el tamafio promedio de las células, junto con un aumento en la segmentacion nuclear (Figuras 18 C, Hy
M; 19 C, H y M, respectivamente). En las muestras provenientes del genotipo “doble” (inactivacion de ambos
genes, Zebl y Zeb2), se observa una reduccion en la densidad celular y en el diametro promedio de las células,
lo que indica una mayor similitud histomorfoldgica con los controles negativos. También en este genotipo, se
detecta una acumulacion considerable de eritrocitos dentro de la médula y una cantidad significativa de

megacariocitos y/o megaloblastos primitivos (Figuras 18 D, Iy N; 19 D, I y N, respectivamente).

Ademas, los frotis citologicos tefiidos con Giemsa proveniente de los distintos genotipos (Cre-only,
Zebl, Zeb2 y doble) (Figura 17 A-C, respectivamente) muestran un incremento progresivo en la segmentacion
nuclear, siendo mas pronunciado en el genotipo Zeb1 y en el doble knock-out, y menos en el genotipo Zeb2. Al
analizar manualmente la linea y maduracion celular, se observa que la inactivaciéon de Zebl incrementa la
expresion de neutroéfilos significativamente en comparacion con las muestras Cre-only. Este incremento es
menos marcado en las muestras con inactivacion de Zeb2, pero se intensifica nuevamente en el doble knock-
out (Figura 16 B). Por otro lado, la cantidad de eritrocitos aumenta en las muestras con inactivacion de Zeb2 y

en las muestras con el genotipo doble (Figura 16 C).
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Figura 17. Caracteristicas citopatolégicas de la LMA tras la delecion de doble de Zebl y Zeb2. Presentadas en orden
de reloj: Comenzando con las muestras de especimenes Cre-only, la tincion de Giemsa revela la presencia de blastos no
diferenciados tipicos de la LMA. Siguiendo el orden, la delecion de Zeb1 lleva a un incremento en la diferenciacion de
monocitos. Al avanzar, la eliminacion de Zeb2 se asocia con una mayor diferenciacion de neutrofilos. Por ultimo, la
supresion de ambos loci Zebl y Zeb2 conduce a una notable disminucion de blastos, evidenciando un aumento en la
diferenciacion celular y una reduccion en la densidad celular. B) Adicionalmente, el analisis cuantitativo muestra que la
delecion de Zebl1 resulta en un incremento de neutrofilos comparado con el genotipo Cre-only. Este aumento no es tan
evidente en las muestras con delecion de Zeb2, pero se vuelve a destacar en las muestras con delecion doble. C) En cuanto
a los eritrocitos, hay una baja presencia en las muestras Cre-only y Zebl-cre, mientras que los genotipos Zeb2-cre y doble

presentan un aumento considerable en la cantidad de eritrocitos.
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Figura 18. Histologia de médula 6sea de raton con tincién de hematoxilina eosina aumento 100x: Cortes histologicos
provenientes de médula 6sea de raton con barra escala de S0uM. Las microfotografias correspondientes a la primera columna
(A, F y K) pertenecen a ratones Cre positivos para MLL-AF9 y con caracteristicas clinicas de leucemia, las microfotografias
de la segunda y tercera columna (B,Gy L — C, HY M) corresponden a ratones infectados con MLL-AF9 que generaron
leucemia y les fue cotado el gen Zeb 1y Zeb 2 respectivamente, las microfotografias de la cuarta columna (D, I Y N)
corresponden a muestras provenientes de ratones infectados con MLL-AF9 que presentan caracteristicas clinicas de LMA y
que les fueron cortados ambos genes Zeb, por ltimo la quinta columna corresponde a microfotografias provenientes de

ratones wild type sin la presencia de MLL-AF9 y negativos para la presencia de leucemia
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Figura 19. Histologia de médula ésea de ratén con tincion de giemsa eosina aumento 10x y 100x: Cortes histologicos
provenientes de médula dsea de raton con barra escala de 500 uM en la primera fila (A, B, C, D Y E) y 50uM para las otras
dos filas (F, G, H, [, J, K, L, M, N, O) . Las microfotografias correspondientes a la primera columna (A, F y K) pertenecen
aratones Cre positivos para MLL-AF9y con caracteristicas clinicas de leucemia, las microfotografias de la segunda y tercera
columna (B,Gy L—-C, HY M) corresponden a ratones infectados con MLL-AF9 que generaron leucemia y les fue cotado
el gen Zeb 1y Zeb 2 respectivamente, las microfotografias de la cuarta columna (D, I Y N) corresponden a muestras
provenientes de ratones infectados con MLL-AF9 que presentan caracteristicas clinicas de LMA y que les fueron cortados
ambos genes Zeb, por Gltimo la quinta columna corresponde a microfotografias provenientes de ratones wild type sin sin

presencia de MLL-AF9 y negativos para la presencia de leucemia.
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Figura 20: Analisis Histopatologico y Computacional de la Progresion de la LMA Post-Eliminacion de Zeb1/2.

A) Micrografias Histoldgicas: Cuatro imagenes representativas de secciones de tejido de médula 6sea con LMA tefiidas con
hematoxilina y eosina (H&E) que muestran la morfologia celular post eliminacion de Zebl/Zeb2. Comenzando desde la
parte superior izquierda y moviéndose en el sentido de las agujas del reloj, en el genotipo Cre-only se observan blastos no
diferenciados tipicos en la Leucemia Mieloide Aguda (LMA). En el genotipo Zebl-cre: Se observa una notable
diferenciacion hacia monocitos tras la eliminacion de Zeb1. En el genotipo Zeb2-cre se observa una mayor diferenciacion
celular en general tras la eliminacién de Zeb2. Finalmente, en el genotipo Double-cre la eliminacion dual de Zebl y Zeb2
muestra una reduccion en el nimero de blastos, una diferenciacion celular mejorada y una disminucion en la densidad

celular.

B) Anélisis Computacional: Graficos de caja que ilustran la densidad celular y las puntuaciones de confianza basadas en
aprendizaje automatico para clasificar muestras de tejido en categorias normal y LMA, basadas en variaciones genotipicas:
Celularidad por Genotipo: Una prueba ANOVA revela diferencias significativas en la celularidad entre los genotipos (valor-
p: 5.5e-28), con tejido normal demostrando una menor celularidad en comparacion con las muestras Cre-only y bajo la
delecion de Zebl/Zeb2. Puntuaciones de Confianza del Perceptron Multicapa (MLP): Indican una alta confianza en
distinguir muestras de LMA de muestras normales en todos los genotipos (el valor-p mas bajo: 6.60e-12 en Cre-only).
Puntuaciones de Confianza de Random Forest: Reflejan una clasificacion robusta con notable confianza, especialmente en
las muestras de genotipo doble (el valor-p mas bajo: 1.34e-05). Puntuaciones de Confianza de Maquinas de Vectores de
Soporte (SVM): Demuestran fuertes capacidades de discriminacion entre muestras de tejido normal y LMA, con
significancia estadistica (el valor-p mas bajo: 1.61e-06 en genotipos dobles). Cada modelo computacional indica fuerte
clasificacion del genotipo Cre-only como LMA y en mucha menor medida el genotipo Zeb2 como normal. Esta clasificacion
también se refleja en los conteos manuales de neutrofilos y eritrocitos, mostrando un aumento en la expresion de neutrofilos
en las muestras con delecion de Zeb1 y doble, y un incremento en el recuento de eritrocitos en genotipos Zeb2 y doble,

respectivamente.
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Number of Invading Areas

Figura 21: Invasién hepatica en diferentes genotipos post-delecion de Zeb1/2.
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A: Panel que presenta tres filas de imagenes correspondientes a cortes de tejido hepatico en ratones con LMA4, tras la delecion

de los genes Zeb1, Zeb2, 0 ambos. La primera fila muestra imagenes de H&E, la segunda fila con un filtro morfologico de

Python que detecta las células violetas, y la tercera fila una combinacion de ambas técnicas, donde las areas verdes resaltan

regiones de invasion. De izquierda a derecha, el genotipo Cre-only muestra una estructura hepatica con extensa invasion.

En el genotipo Zeb1-cre se observa similar al genotipo Cre-only y el genotipo Zeb2-cre se observa un area de invasion muy

disminuida que incluso es menor que en el genotipo doble.

B: Analisis cuantitativo de la invasion hepatica por genotipo. Esta figura incluye dos graficos de barras que representan el

analisis cuantitativo de la invasion hepatica, en donde se ve tanto una disminucion significativa de las areas de invasion y

del area total de invasion bajo la delecion de Zeb2 o de ambos factores de transcripcion.
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Los resultados presentados en la Figura 20 revelan variaciones significativas en la morfologia celular
asociada con la delecion de los factores de transcripcion Zebl y Zeb2 en el contexto de LMA. La histologia
indica que, mientras que el genotipo Cre-only muestra una predominancia de blastos no diferenciados, tipicos
en la LMA, la eliminacion de Zeb1 y Zeb2 conlleva a un aumento de la diferenciacion celular, con un perfil
mas diferenciado en neutréfilos en el caso de Zeb1-cre y en eritrocitos para Zeb2-cre. Ademads, la delecion doble
de ambos genes resulta en una disminucion significativa de la densidad celular, lo cual sugiere un entorno

menos propicio para la proliferacion leucémica.

La Figura 21 complementa estos hallazgos al examinar la invasiéon hepatica en los mismos modelos.
Las imagenes de H&E demuestran que el genotipo Cre-only presenta una extensa invasion hepatica, mientras
que los genotipos Zeb1-cre y Zeb2-cre muestran una menor invasion, siendo esta ultima mas pronunciada en el
genotipo Zeb2-cre y alin mas disminuida en la delecion doble. El andlisis cuantitativo corrobora estos datos,
destacando que la delecion de Zeb2, ya sea sola o en combinacion con Zeb1, reduce significativamente tanto el

nimero como el area total de invasion hepatica.

En_conjunto, estos resultados demuestran que la delecion de ambos Zebl y Zeb2 tienen un
impacto beneficioso al detener progresion de la LMA. La delecion de Zeb1 promueve la diferenciacion hacia

tipos celulares como los neutréfilos, mientras que la delecion de Zeb2 fomenta la diferenciacion hacia los
eritrocitos, acompafiada de una disminucién en la invasién hepatica y la densidad celular, lo que podria

representar un entorno menos favorable para la expansion de la LMA.

Para complementar el analisis histolégico, se llevaron a cabo inmunohistoquimicas cromogénicas en
cortes de médula 6sea, enfocandose en tres marcadores frecuentemente asociados con la leucemia. Esto con el
fin de comparar la expresion diferencial en especimenes de LMA tras la delecion de Zebl, Zeb2, o ambos
(doble). Utilizando el anticuerpo anti-CD3 (Figura 22), las muestras de ratones LMA sin delecion génica (Cre)
exhibieron una positividad escasa y dispersa en el tejido medular (Figura 22 A, E, I), asociada principalmente
a células inmaduras. Esta positividad se mantuvo en las muestras de delecion de Zeb1 (Figura 22 B, F, J), con
un leve incremento en la intensidad en la tercera imagen. Las muestras con delecion de Zeb2 (Figura 22 C, G,
K) mostraron una positividad moderada, y en el caso de las muestras dobles (Figura 22 D, H, L), la positividad

continué siendo moderada y dispersa.

Con el anticuerpo anti-BCL-2 (Figura 23), todas las muestras presentaron una positividad moderada y
un patrén de distribucién homogéneo a lo largo del tejido hematopoyético, sin diferencias apreciables entre los

distintos fenotipos (Cre, Zebl1, Zeb2, Doble). La inmunohistoquimica con anti-CD34 (Figura 24 A-L) reveld
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una leve positividad en células del linaje mieloide con baja diferenciacion, observandose resultados consistentes

entre todos los fenotipos examinados.

En conclusion, la delecion de los genes Zeb parece no influir significativamente en la expresion de los
marcadores CD3 y BCL-2 en la médula 6sea. No obstante, la positividad constante para CD34 sugiere que la
presencia de células mieloides poco diferenciadas persiste, independientemente de la delecion de uno o ambos

genes. Zeb.
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Figura 22. IHQ CD3: THQ CD3: Microfotografias a 10X de cortes histologicos de médula dsea de raton con una barra de
escala de 500 pum. Se realizé una inmunohistoquimica utilizando el anticuerpo Anti-CD3, y se contrasto los nticleos con
hematoxilina. Las imagenes correspondientes a ratones con LMA sin delecion de genes (Cre) estan en la primera columna
(A, E, I). Las de ratones con LMA con delecion del gen Zeb1 estan en la segunda columna (B, F, J). Las microfotografias
de la tercera columna (C, G, K) muestran ratones con LMA y delecion del gen Zeb2. Finalmente, en la cuarta columna (D,

H, L), se presentan las microfotografias de ratones con LMA con delecion doble de los genes Zeb.
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Figura 23. IHQ BCL-2 Microfotografias a 10X de cortes histologicos de médula dsea de raton, cada una con una barra de
escala de 500 pm. Se realizé una inmunohistoquimica con el anticuerpo anti-BCL-2, y los niicleos fueron contrastados con
hematoxilina. Las microfotografias de la primera columna (A, E, I) corresponden a ratones con LMA sin delecion génica
(Cre). Las imagenes de la segunda columna (B, F, J) pertenecen a ratones con LMA y delecion del gen Zebl. En la tercera
columna (C, G, K) se presentan imagenes de ratones con LMA y delecion del gen Zeb2. La cuarta columna (D, H, L)

muestra los cortes de ratones con LMA donde se han eliminado ambos genes Zeb (Doble).
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Figura 24. THQ CD34. Se muestran microfotografias con un aumento de 10x de cortes histologicos de médula 6sea de
ratén, cada una con una barra de escala de 500 pm. Se efectué una inmunohistoquimica utilizando el anticuerpo anti-CD34
y se contrastaron los nticleos con hematoxilina. Las imagenes de la primera columna (A, E, I) corresponden a ratones con
LMA sin delecion génica (Cre). Las de la segunda columna (B, F, J) pertenecen a ratones con LMA y delecion del gen
Zeb]1. La tercera columna (C, G, K) incluye las microfotografias de ratones con LMA y delecion del gen Zeb2. Finalmente,
en la cuarta columna (D, H, L) se presentan los cortes de ratones con LMA en los que se han eliminado ambos genes Zeb
(Doble).

67



Discusion

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad que interfiere con la maduracion y
diferenciacion del tejido hematopoyético, ocasionando sintomas que pueden llevar a la muerte. Dada su rapida
progresion y heterogeneidad, un diagndstico temprano y una estratificaciéon adecuada son cruciales para mejorar
la expectativa de vida y la eficacia del tratamiento [81]. Segin GLOBOCAN, su prevalencia es de 11 casos por
cada 100.000 habitantes. La OMS en 2016 enfatiz6 la importancia de las mutaciones genéticas para clasificar
los subtipos de LMA [6]. Por tanto, es vital identificar variantes genéticas como predictores de progresion de

la enfermedad y también como posibles blancos terapéuticos. [72] [82].

Los genes Zeb, que codifican para factores de transcripcion Zinc finger E-box-binding, juegan un rol
importante en el desarrollo de la LMA, aunque su funcién exacta como oncogenes o genes supresores de
tumores no esta completamente definida. Estos genes estan implicados en la transicion epitelio-mesenquimal y
tienen un papel significativo en la inmunidad. Un aumento en su expresion dentro de un contexto cancerigeno
puede resultar en quiescencia celular y resistencia tumoral, disminuyendo la supervivencia del paciente [72]

[83-85] . De lo anterior se desprende lo siguiente: ;por qué estos factores son importantes en leucemia?

Seglin la literatura disponible, cada uno de estos factores de transcripcion puede actuar de manera
independiente o en conjunto, teniendo distintos efectos segun el contexto, pudiendo funcionar como oncogenes
o supresores de tumores [72, 86]. En este estudio, en el marco de la leucemia mieloide aguda "in vivo",
analizamos tejidos de ratones con LMA condicional para Zeb1, Zeb2 o ambos, incluyendo el control Cre-only,
para examinar el impacto de la ausencia de estos loci poco estudiados en la progresion, desarrollo y metastasis
de la LMA. El objetivo es reforzar la caracterizacion de esta enfermedad, basandonos en los hallazgos recientes
sobre los factores de transcripcion Zeb y evaluar la robustez del método més utilizado actualmente para generar

LMA "in vivo", propuesto por Jun Lu en 2019 [78]

Nuestros hallazgos sobre la estandarizacion del método utilizado para inducir leucemia concuerdan
con la literatura existente, demostrando que es posible generar LMA solo en los ratones sometidos al
procedimiento recomendado con irradiacion de médula 6sea. En los especimenes no irradiados, se observo una
regresion en la progresion de la LMA a partir de la semana 18, presumiblemente debido a la respuesta inmune
de los ratones que eliminé las células leucémicas inoculadas [87, 88], ya que como se ha comprobado en
estudios anteriores, linfocitos T provenientes de ratones inmunocompetentes poseen un fuerte efecto
antileucémico [89], y los neutréfilos maduros ocasionan un efecto apoptoético en lineas celulares de leucemia

mieloide y linfoide [90].
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Al estudiar las caracteristicas citologicas de los tejidos, encontramos hiperplasia medular y un aumento
en la presencia de blastos bajo condiciones de LMA, junto con una amplia variedad de granulocitos,
monoblastos y precursores sanguineos (Fig 18-19), lo que corresponde a caracteristicas de LMA M5a, M5b o
mixed-leukemia [3, 10]. La eliminacion de los genes Zeb mostrd que, en ausencia de Zebl, se incrementa la
segmentacion nuclear, favoreciendo la maduracién de neutréfilos. Dado que la neutropenia y eritropenia son
sintomas tipicos de la leucemia [91], aunque el mecanismo por el cual Zebl regula la maduracion de los
neutrdfilos no esta totalmente explicado, nuestros resultados sugieren que este factor de transcripcion podria
estar implicado en la inhibicién de la maduracion de este linaje sanguineo. Por otro lado, la expresion de Zeb?2
tiene una relacion inversamente proporcional con la maduracion de eritrocitos (Fig 17 B y C). Aunque estudios
previos sugirieron que la eliminacion de Zeb2 podria afectar la maduracion de los globulos rojos [92], nuestros
hallazgos indican lo contrario en el contexto de LMA (Fig 17), observandose un aumento positivo en la

maduracién tanto de neutréfilos como de eritrocitos con la eliminacion de ambos genes Zeb.

Las células tumorales utilizan la transicion epitelio-mesenquimatosa (EMT por sus siglas en inglés
epithelial to mesenchymal transition) para promover la invasion y metastasis, modificando genes de la matriz
extracelular y activando factores de transcripcion como Snail, Twist y Zeb, con citocinas inflamatorias como
TNFa, IL-1, IL-8, IL-6, TGFJ desempenando un papel crucial [93]. existe evidencia de que un aumento en la
expresion de Zeb2 podria intensificar la EMT, alterando la expresion de cadherinas y, por ende, facilitando la
metastasis [94-96]. Esto se refleja en nuestros estudios histopatologicos, que muestran una disminucion
significativa de células metastasicas en el tejido hepatico tras la eliminacion de Zeb2 (Figura 21). La infiltracion
observada alrededor de tejidos endoteliales corresponde a blastos aberrantes de la médula dsea que, favorecidos
por la EMT mediada por Zeb2, migraron al torrente sanguineo y se alojaron en estos tejidos. Se destaca la

importancia diferencial de Zeb1 y Zeb2, siendo este ultimo mas crucial para potenciar la metastasis.

Las alteraciones estructurales e histologicas inducidas por la LMA se observan principalmente en la
médula Osea, tejido esencial para el desarrollo hematopoyético. Por ello, la biopsia de médula 6sea es el estandar
dorado para el diagnostico de LMA, caracterizada por un aumento en blastos, hipercelularidad medular, falta
de maduracion de los linajes sanguineos, aberraciones nucleares y procesos de apoptosis o necrosis, ademas de
la positividad a marcadores IHQ como CD34 para LMA tipo M5 o CD42 para LMA megacarioblastica. Nuestro
analisis histologico indica que la delecion de los genes Zeb modifica estas caracteristicas patoldgicas,
reduciendo la hipercelularidad y promoviendo la maduracion celular (Figura 17-20). Otros hallazgos, obtenidos
mediante técnicas de aprendizaje automatico, sugieren un aumento en la maduracion celular y una regresion en

la progresion de la enfermedad con la delecion de Zeb1, Zeb2 o ambos (Figura 20 B).
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Para complementar el andlisis morfolégico, realizamos tres inmunohistoquimicas para verificar la
presencia de blastos y la expresion de fenotipos aberrantes (Figuras 22-23-24). Contrariamente a algunos
estudios que reportan una escasa presencia de CD3 en la mayoria de casos de LMA [97], nuestra histologia
mostré una positividad leve para CD3, que se intensifico en los fenotipos Zeb2 y Doble. Esto podria indicar que
la frecuencia de CD3 en la LMA es mayor de lo estimado, y que la LMA podria presentar una expresion
aberrante de marcadores de linaje linfocitico, lo que generalmente se asocia con un prondstico desfavorable y
una menor supervivencia [98]. Aunque aun falta evidencia que demuestre que la ausencia de los genes Zeb

pueda afectar la supervivencia.

La inmunohistoquimica contra BCL-2, un marcador especifico para el linfoma de células B que
también puede expresarse en casos de LMA [99], mostr6 una positividad moderada en todos los fenotipos Lo
anterior podria explicar porque el farmaco venetoclax, un inhibidor altamente selectivo de la proteina BCL-2,
ha demostrado ser eficaz como tratamiento durante las fases iniciales de LMA, pero con una alta tasa de
recidiva, ya que no todas las células de LMA recurren a esta proteina para sobrevivir. [7, 100, 101]. Por ultimo,
el marcador CD34, fiable para la deteccion de blastos [102, 103] no mostr6 diferencias significativas entre los
fenotipos, aunque la exposicion prolongada automatica a los protocolos de tincion podria haber afectado

algunos resultados.

En resumen, la reduccion de varias caracteristicas clinicas e histopatologicas de la médula dsea resalta
la importancia de los genes Zeb en la progresion de la LMA, reforzando su potencial como blancos de estudio
y enfoques terapéuticos. Futuras investigaciones podrian ampliar estos hallazgos y esclarecer la compleja
interaccion de estos genes con las vias de sefializacion y otros factores de transcripcion involucrados. Es crucial
reconocer que aun se necesita mas informacion para validar estos hallazgos completamente, ya que las
caracteristicas citologicas de la médula ésea, incluso comparadas con controles sanos, ain presentan anomalias,
como una abundancia de células aberrantes y cuerpos envejecidos atrapados en el tejido. No obstante, la
delecion de los genes Zeb, especialmente Zeb2 o la combinacioén de ambos, parece revertir casi completamente
el fenotipo de la LMA en términos de invasion y en gran medida en la médula dsea, incluyendo caracteristicas
de mal prondstico como la hipercelularidad y la diferenciacion celular, proponiéndose los genes Zebs como un

nuevo blanco terapéutico en la LMA.
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Conclusion y proyecciones

La LMA es una patologia de naturaleza multifactorial y compleja, estrechamente ligada al fondo
genético del individuo. Esta conexion ha elevado la importancia de su caracterizacion genética, sobre todo en
tiempos recientes, convirtiéndola en un pilar fundamental para la clasificacion y el abordaje terapéutico de la

enfermedad.

Los resultados de nuestras investigaciones avalan y confirman estas premisas, destacando la relevancia
del sistema inmunoloégico tanto en la progresiéon como en la regresion de la LMA, afiadiéndolo como otro
elemento crucial al abordar el estudio de la LMA. Este aspecto cobra especial importancia en la evaluaciéon de

la eficacia de los modelos in vivo para el estudio de la LMA.

Ademas, es imperativo resaltar la trascendencia de los genes Zeb como loci candidatos en el analisis
de la LMA. Nuestros estudios han verificado como estos genes inciden directamente en la manifestacion de
varias caracteristicas fenotipicas malignas asociadas con el avance de la LMA. Estos hallazgos respaldan
nuestra hipotesis de que la deteccion de mutaciones clonales en modelos de LMA posibilitard una correcta
estratificacion de sus subtipos y la identificacion de nuevos blancos terapéuticos, situando a los genes Zeb como

objetivos potenciales para investigaciones futuras con enfoques terapéuticos.

En ultima instancia, es fundamental complementar nuestros estudios con mas investigaciones.
Proponemos la generacion de un modelo in vivo de AML que mantenga las caracteristicas actuales pero que
incluya la evaluacion de la sobrevida mediante experimentos de Kaplan-Meier. Asimismo, se sugiere la
exploracion de marcadores adicionales que interactiien estrechamente con los genes de transcripcion Zeb y la
ampliacion del estudio histolégico a tejidos que podrian estar involucrados en la metéstasis y progresion de la
LMA.
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