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ESTIMACION DE LA PROLIFERACION CELULAR EN PACIENTES PEDIATRICOS
CON LEUCEMIA POR MEDIO DEL INDICE DE PROLIFERACION POTENCIAL Y
CITOCALASINA B,

RESUMEN

La morfologia de los cromosomas prematuramente condensados que se obtienen
mediante la fusion de una célula en mitosis y una en interfase, se ha utilizado para
estudiar el ciclo celular en médula 6sea de pacientes leucémicos. Se ha considerado
que la proporcion de células en G1 tardia con respecto al total en G1 representa un
indice de proliferacion potencial y por lo tanto un indicador predictivo de recaida.

Recientemente se ha demostrado que el indice de proliferacién potencial en médula
osea correlaciona con el evaluado en sangre periférica, sin embargo se desconoce si
existe correlacion entre el indice de proliferacion potencial y la proporcion de células
que se dividen.

Las células leucémicas se caracterizan por su division acelerada, y para investigar
esta capacidad prolileradora, se utlizaron muestras de sangre periférica no
estimuladas con fitohemaglutinina (como agente mitogénico) de nifios leucémicos y
controles normales.  Se realizaron las metodologias de fusidn celular para obtener
cromosomas prematuramente condensados y la exposicion a citocalasina B que inhibe
fa citocinesis y produce células binucleadas como evidencia del proceso de division,
con el objeto de correlacionar los patrones de los cromosomas prematuramente
condensados en las diferentes fases del ciclo celular, ! indice de proliferacion
potencial y la proporcion de células binucleadas.

No se encontro diferencia estadisticamente significativa en los patrones de
condensacion prematura de los cromosomas y los valores de indice de proliferacion
potencial entre las muestras de sangre no estimuladas de [os pacientes leucémicos y
las de sujetos controles nommales. Se observd un indice muy bajo de fusion celular e
induccién de cromosomas prematuramente condensados !anto en los pacientes como
en los sujetos controles, por lo que se propone la existencia de un sesgo en la
seleccion de las células que se fusionan y condensan sus cromosomas que explique
estos resultados.

En contraste, la metodologia de citocalasina B identifico células binucleadas y
figuras mitéticas en los cultivos no estimulados de los pacientes leucémicos y en los



cuitivos con fitohemaglutinina de los controles normales, y no se detectd ninguna
célula binucleada ni figura mitdtica en los cultives sin fitohemaglutinina de los
controles.

En conclusion, la técnica de condensacion prematura de cromosomas no fue Uth
para distinguir entre la sangre periférica de fos pacientes leucémicos y fa de los
controles normales, mientras que el método con citocalasina B delectd células en
proliferacion en las muestras de sangre periférica de los pacientes leucémicos.

Ademds de detectar la presencia de células leucémicas residuales es importanie
conocer su capacidad proliferadora, ya que ambos datos son Gtiles en la prediccion del
momento en el que se presenten nuevamente los sintomas de la enfermedad. La
estimacion del nimero de células binucleadas con citocatasina B poedria ser una opcion
metodologica facit de reajizar.

Por lo tanto, el analisis de células binucleadas, en combinacion con otras técnicas
moleculares o inmunoldgicas, podria utilizarse para definir 1a proliferacién de las
células positivas para marcadores genéticos de maiignidad en muestras de sangre
periférica y para predecir recaida en pacientes leucémicos.
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I. INTRODUCCION

1. LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA.

1.1, DEFINICION,

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es un padecimiento que se caracteriza por la
proliferacion  excesiva y la acumulacion, en sangre periférica (SP) y médula 6sea
(MOQ), de células linfoides inmaduras (1, 2). Se considera que es una enfermedad de
origen clonal, que resulta de fa transformacion maligna de una célula progenitora que
se expande a través de divisiones celulares (1).

1.2.EPIDEMIOLOGIA.

Las estadisticas en varios paises muestran intervalos amplios en la frecuencia con
la que se presenta la leucemia, aunque la incidencia es de 8 a 10 casos por cada
100,000 habitantes en la poblacion general (3).

En l[a infancia las leucemias representan la neoplasia mas comun, el Registro
Nacional de Céancer refiere que en el Distiito Federal de 819 casos de neoplasia en
nifos, 311 (38%) comesponden a leucemias y linfomas. De todos los casos de
leucemia que se presentaron, el 80% correspondio a LLA (3).

Como puede observarse, esta entidad es la que se presenta con mayor frecuencia
durante la edad pediatrica y es la que se considerara en este trabajo. A continuacion
se describiran algunas de sus caracteristicas.

1.3.CLASIFICACION.

1.3.1.CLASIFICACION CITOMORFOLOGICA.

Desde 1976 existe una clasificacion para la LLA propuesta por el grupo cooperativo
Francés-Americano-Britanico (FAB) que atiende a los criterios de tamafo celufar,

4



variacion citomorfolégica, grado de maduracién y tipo de diferenciacién (1, 2). De
acuerdo con ellos se distinguen 3 subgrupos:

a) L1; presenta células pequefias con cromatina homogénea, envoltura nuclear
regular, nucléolo pequefo oinvisible y citoplasma escaso.

b) L2: sus células son grandes con cromalina variable, envoltura nuclear denticular,
uno 0 mas nucléolos y citoplasma moderadamente abundante.

¢) L3: con células grandes y homogéneas, cromatina finamente punteada,
envoltura nuciear regular, con uno @ mds nucléolos, citoplasma abundante, baséfilo y
vacuolado (1, 2).

1.3.2. CLASIFICACION INMUNOLOGICA,

Los blastos leucémicos expresan antigenos comespondientes a diferentes estados
del desarrollo de las células B o T. Aproximadamente el 80% de los casos con LLA
presenta células que provienen de un linaje de tipo B; de éstos, la mayoria expresan
un antigeno comun, CALLA, aunque también antigenos B y portan reamreglos en los
genes de las inmunoglobulinas (lgs). Alrededor del 80% de fas LLA carecen de células
con Igs citoplasmaticas y se designan como pre-B tempranas; el 20% restante expresa
Igs en citoplasma y se denominan pre-B. Menos del §% de los pacientes presentan
células B maduras y corresponden al subtipo citomorfolégice L3 (4).

Aproximadamente dei 10% al 20% de los casos con LLA provienen de un linaje tipo
T, el antigeno CALLA generalmente esta ausente y pueden presentar reameglos en los
genes del receptor de céiulas T. Estas leucemias pueden subdividirse segin el grado
de maduracion de los timocilos, con base en la expresion de los antigenos de
diferenciacion T (4).

También se presentan LLA que no exhiben caracteristicas B ni T que se conocen
como nulas {null), y por uitimo, otras que expresan antigenos linfoides y mieloides en el
mismo tipo celular denominadas hibridas que pueden ser bifenotipicas (4).

1.3.3. CLASIFICACION CITOGENETICA.
La mayaria de las LLA presentan alteraciones cromosémicas tanto numéricas como

estructurales. Las leucemias cuyas células portan alteraciones numericas se pueden
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clasificar en 5 grupos basados en el nimero modal de cromosomas. En el cuadro 1 se
muestran en relacién con su inmunofenotipo y 1a frecuencia aproximada en que se
presentan (5,6, 7, 8).

CUADRO 1. Clasificacion de las LLA segiin su nimero modal de cromosomas.

Grupo Inmunofenotipo Frecuencia
hiperdiploide (>50 cromosomas) pre B 28%
hiperdiploide (47-50 cromosomas) pro B 13%
diploide (46 cromosomas normales) T %
pseudodipioide (46 cromasomas con vanable 38%

alteraciones numéricas o estructurales)

hipodiploide (<46 cromosomas) T 7%

Tomado de Pui (8).

Con respecto a las alteraciones estructurales, en el “Décimo Taller Internacional
sobre el Mapa del Genoma Humano" se describieron 31 rearreglos diferentes
asociados con LLA {9). En el cuadro 2 se presentan las alteraciones mas frecuentes en
esta leucemia y el inmunofenotipo con el que se asocian.



CUADRO 2, Alt iones cr omi jadas a LLA.

Afteracion Incidencia aproximada Inmunofenatipo
(% respecto a todas las LLA) especifico

Linaje B

1(8;14)(q24:932) 3 8

1(1,18)(q23:p13) 56 pre-B

4(9:22)(q34:q11) 2.5 pre-B temprana

t(4;11)(q21,q23) 2 pre-B temprana con

componente monocitico

Linagje T
i(11;14)(p13;q11) 1 T
(10, 14)(q24;q11) 1 T

Linaje no especifico

del(6q) 4-13 variable
tdel(9p) 7-12

t/del(11q) 3-5

t/delf12p) 10-12

Tomade de Raimondi (5).



1.4.CARACTERISTICAS CLINICAS DE LAS LEUCEMIAS.
1.4.1. CUADRO CLINICO.

Todas las leucemias presentan manifestaciones clinicas generales similares entre
si. Los sintomas principales son:

a) Hipermetabolismo: Los sintomas secundarios asociados a hipermetabolismo son
la astenia (debilidad), anorexia (falta de apetito) y sudacion. Se presentan al inicio de la
enfermedad y son el primer dato de sospacha de leucemia.

b) Invasién medular: Es responsable de algunas manifestaciones como anemia, que
se produce por la incapacidad de la MO para formar precursores eritroides y se
manifiesta por la presencia de palidez, cansancio y taquicardia. La disminucidn de la
granulopoyesis ocasiona infecciones locales o generalizadas acompafadas de fiebre y
ulceraciones de la mucosa oral. El fracaso en la megacariopoyesis produce
manifestaciones purpuro-hemorragicas.

¢) Invasion extramedular: Produce los signos y sintomas secundarios a la invasion
de érganos y tejidos. Con frecuencia se encuentran adenomegalias cervicales, axilares
o inguinales; masa mediastinal y hepatoesplenomegalia. Con menor frecusncia se
presentan invasiones a sistema nervioso central, o testiculos, ojos y pulmecnes (3, 4).

1.4.2. DIAGNOSTICO.

Se puede sospechar de una leucemia por la presencia de anemia, procesos
hemorragicos y fiebre. En ia exploracion fisica se deben buscar datos de palidez, dolor
oseo, visceromegalias y lesiones infiltrativas en amigdalas, encias y piel, El diagndstico
se establece en forma definitiva con una biometria hematica completa y con ef
aspirado de MO, en la que se observa Ia sustitucion de células con hematopoyesis
normal por blastos leucémicos (3, 10).

El diagnostico diferenciat se hace entre los diferentes tipos de leucemias agudas y
cronicas, y con los sindromes mielodisplasicos. El tipo de padecimiento se clagifica de
acuerdo con la propuesta del grupo FAB y se apoya con olras pruebas como las
reacciones citoquimicas y varios examenas de gabinete como se muestra en e cuadro
3(3, 10, 11).



CUADRO 3. Examenes de gabinete utilizados en el diagndstico.

Sospecha de Leucemia Aguda
|
Examen fisico detallado: Biometria hemética y aspirado de médula ésea
|

LEUCEMIA AGUDA
|

Examen general de orina, quimica sangulnea, liquido cefalomaquideo, estudios

radiogréficos de térax y abdémen
[

LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

Tincién de é&cido peryddico de Schiff (PAS) y marcadores: Clasificacién FAB
Inmunofenotipo y estudio citogenético
1

DIAGNOSTICO

Tomado de Rivera (11).

1.4.3. PRONOSTICO.

Para la LA se ha referido una gran variedad de factores con valor prondstico que
se comelacionan con la duracion del estado de remisién y con la sobrevida de los
pacientes. Estos factores incluyen: la edad, el tiempo en el que el paciente alcanza la



remision completa, la cuenta de leucocitos en el momento del diagnostico de la
enfermedad, el inmunofenotipo de la leucemia, e! cariotipo, el porcentaje de blastos
que circulan en la SP, la presencia de hepatomegalia, esplenomegalia o masa
mediastinal, asi como la presencia de enfermedad extramedular principalmente a nive!
de sistema nerviosa central (7, 12, 13).

Los factores con valor prondstico influyen en la respuesta de los individuos
feucémicos al tratamiento. Por ejemplo, se ha demostrado que e! incremento de la
edad es un factor adverso en funcidn de alcanzar el estado de remisidn, en particular
fos pacientes entre 2 y 10 afios de edad tienen mejor prongstico de acuerdo a lo
observado. E! mismo efecto ocume cuando los pacientes presentan en el momento del
diagnéstico cuentas leucocitarias menores de 1094, en contraste con las cuentas
mayores de 5091 asi como la presencia de enfermedad extramedular que son datos
que cursan con mal pronéstico (7,12).

En cuanto al inmunafenotipo de los blastos leucémicos, ia presencia del antigeno
CALLA esta relacionado con buen prongstico a diferencia de los inmunofenotipos de T
y B o con caracteristicas mixtas mieloides y linfoides (7, 12).

Como ya se menciond, las alteraciones citogenéticas también son de importancia en
fa prediccion de la evolucidn de estos pacientes. Las hiperdiploidias con mas de 50
cromosomas estan relacionadas con un prondstico favorable, entre los hallazgos
citogenéticos considerados de alto riesgo estan las hipodiploidias con menos de 45
cromosomas y las siguientes translocaciones; 1(9,22), t{4;11) y 1(8;14) (7, 12).

Es importante recordar que la LLA se considera un desorden hematopoysético de
origen genético y que Ia morfologia e inmunofenotipo de sus células son un refigjo de
estas alteraciones. Debido a ésto, como se discutira posteriormente, los tratamientos
antileucémicos actuan generalmente a través de modificaciones en la sintesis y en la
estructura del Aacido desoxiribonucieico (ADN). Sin embargo, ninguna de estas
caracteristicas, morfolégicas, inmunolégicas o genéticas, explican completamente las
diferencias en cuanto a posibiidades de curacién que ofrece cada uno de los
esquemas de quimioterapia (13).

1.4.4. TRATAMIENTO,

La finalidad del tratamiento es eliminar las células leucémicas, pero preservar una
cantidad suficiente de células normales que permita repoblar la MO. La estrategia
quimioterapedtica ufilizada en el tratamiento antineoplasico se basa en la existencia de



un estado de proliferacion continua en fa mayoria de las células leucémicas. Cuando
se aplica quimioterapia con agentes que afectan especificamente (a fase S del ciclo
celular no sélo se daria a las células neopldsicas, sino también a otras poblaciones
proliferadoras como células hernatopoyéticas nomnates epiteliales y folicuwares. Se
deben aplicar varios ciclos de quimioterapia para eliminar a (as céfulas leucémicas que
se encuentren en otras fases del ciclo difarentes a S (10, 14, 15).

Durante los (ltimos treinta afios, el fratatamiento de la LLA se ha modificado
adquiriendo mayor complejidad en cuanto a las combinaciones de medicamentos
utilizadas. Los esquemas terapeliticos también han sido infiuldos por la identificacion
de pacientes con diversos prondsticas basados en las caracteristicas anteriormente
mencianadas, de tal manera gue los esquemas, rutas y dosis de farmacos utlizados
actualmenta en los pacientes con LLA fan sido producto de la experiencia acumulada
durante estos arios (13, 14, 15, 16).

Las elapas que incluye el tralamiento de fas feucemias se descrben a
continuacion:

a) Induccion a la remision; por madio de fa eliminacidn de Jas células leucémicas se
induce la recuperacion de la hematopoyesis normal con la mejoria del estado general
dei pacienta. Los agentes quimioterapeliticos que se han utilizado an este periodo han
sido: vincristina, prednisona, daunormubicing, L-asparaginasa y ciclofosfamida. La
mayor parta de los esquemas torapedticos incluyen la combinacidn de vincristina y
pradnisona, ya que se ha demostrado su gran eficacia. La administracién de otros
farmacos depende de {a respuesta del paciente a este tratamiento inicial (10, 16).

b) Consolidacion: en esta fase se reduce la poblacién de céluias leucémicas que es
potencialmante resistente al tratamiento. Se considera que las meninges representan
un reservorio para los blastos leucémicos desde ef inicio de !a enfermedad. Por esta
razén se administra terapia intracraneal con radiacién y melotrexate con ef fin de
pravenir una recaida a sistema nervioso central (10, 16).

<) Mantenimiento; se continda la quimioterapia por 2 a 3 anos para efiminar células
neoplasicas residuales y se espera conseguir su emradicacién completa. Se reafiza con

)



la combinacién basica de 6-mercaptopurina y metotrexate, posteriormente se
suspende el tratamiento y se reinduce con vincristina, prednisona y daunorubicina (10,
16).

d) Suspensién del tratamiento: después de 30 a 36 meses de remisién continua se

suprime la quimioterapia, se debe verificar la ausencia de blastos en MO, liguido

- cafalorraquideo y testiculos. Se administra un nuevo ciclo de medicamento igual al de
la induccion, a esta fase se le conoce como intensificacion (10, 16).

1.4.41. AGENTES QUIMIOTERAPEUTICOS UTILIZADOS EN LA Y SU
RELACION CION EL CICLO CELULAR.

La mayaria de las drogas aritileucémicas producen su efecto citotoxico en las
diversas fax:s del ciclo celular, principaimente en las etapas de sintesis del ADN y del
acido riburscleico (ARN), como se muestra en fa figura 1. Los antimetabolitos son
anilogos & structurales de moléculas intermediarias en las vias biosintéticas, actdan
como susdtratos falsos «de las enzimas que ahi intervienen, inhiben procesos en la
sintesis.te acidos nuclaices o son incorporados dentro de estas macromoléculas y dan
como resultado produrctos-dafectuosos (15, 16).

Los férmacos como la ciclofostamida, ja daunomicina y el teniposido dafian a los
4cidos nucleicos al producitiss enlaces cruzados intercatenarios e intracatenarios,
daiio por formacion de radicales libres y rupturas en ia doble hélice. La vincristina y la
vimblastina se unen a fa tubuliria dafisndo el sistema de microtGbulos y por tanto
interfieren con el proceso de mitosiis. La L-asparaginasa proporciona terapia nutricional
selectiva al disminuir la concentraicion ¢ L-asparagina, un aminodcido no esencial,
que los biastos leucémicos no jrueden sintetizar (figura 1). B efecto linfolitico
producido por los corticoestercides aim no es completamente comprendido, se
presume que funciona a través de sus receplores, cuando éstos son ocupados se
inducen cambios en los niveles de proteinas de cierios tipos celulares levéndolos a la
muerte (15, 16).

Con respecto al tratamiento con agentes quimioterapedticos combinados, sa
pueden utilizar drogas que sincronicen poblaciones celulares para detener su
proliferacion, como el arabindsido de citosina que se usa junto con otros
medicamentos como metotrexata, leucovorin y vincristina (17, 18).



FIGURA 1, Esquema representativo del sitio de accién de !as drogas
antileucémicas.

Rupturas en
el ADN

BIRIMIDINAS _acwp | [incoranacion

Duplicacion

Tomado de Balis y Adamson (15,16).

2. EL CICLO CELULAR.

2.1. CARACTERISTICAS GENERALES.

El clclo celular se compone de varias etapas: la G1, que antecede a la duplicacién
dal ADN que ocurre en la etapa da sintesis o S; @l periodo G2, posterior a la
dupiicacion y la fase M de mitesis que culmina con la division celular. De forma
general, se conoce como interfase a toda ia etapa previa de preparacion para que se
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lleve a cabo la mitosis (19, 20, 21). Cada estado de |a interfase presenta un patrén
especifico de sintesis de moléculas. Durante la G1 se sintatizan las protsinas,
carbohidratos y lipidos caracteristicos de cada tipo celular, en ia fase S, como se
menciond, se duplica el ADN y se terminan de sintetizar las proteinas histonas y no
histonas de los cromosomas. Durante la G2 se sintetiza un grupo de protelnas
necesarias para que la célula llegue a la mitosis (22), Existe una etapa independiente
del ciclo de proliferacion, ta G0, que se considera una fase intermedia en la que se
encuentran [as células quiescentes (20)

2.1.1. FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA PROGRESION DEL CICLO
CELULAR.

Mediante la accidn de factores de crecimiento Ia célula en GO es capaz de entrar en
el ciclo, el primer paso consiste en avanzar hacia la G1, para que la célula pase a
través de ella con la ayuda de factores de competencia (23). Posteriomente se
alcanzara la fase S por medio de factores de progresion. Existe un punto de restriccion
en G1 que debe ser superado, para ello se requiere de ambos tipos de factores
ademas de condiciones nutricionales adecuadas (23). La célula prosigue hasta la
etapa de duplicacion del ADN y lega & la fase G2 donde la sintesis debe estar
terminada al igual que la reparacién del ADN. El paso hacia la mitosis se lleva a cabo
medianta la activacién del factor promotor de la maduracion (MPF) que se compone de
la proteina cinasa p34cdc? y ia ciclina B: su desfosforilacién sirve de sedal para la
transicion de G2 a M (23, 24).

2.2, MODIFICACIONES DE LA CROMATINA A TRAVES DEL CICLO CELULAR Y
REPERCUSIONES EN SU REGULACION.

La cromatina de las células eucariontes requiere para su organizacion de cambios
de tipo estructural, bioquimico y en su composicién. Estos involucran modificaciones
post-traduccionales de proteinas, en particular reacciones reversibles de fosforilacion y
desfosforilacién como ya se menciond anterionmente, ias cusies cambian 1a estructura
y funcidn de la cromatina alterando las interacciones ADN-proteina y proteina-proteina
(25, 28).



A continuacin se mencionaran algunos sistemas que se relacionan con los
cambios de la cromatina a través del ciclo celular y por lo tanto con sy regulacion;
algunos de ellos requieren de modificaciones post-traduccionates para su funcion.

padcde2 cinasa,

La actividad de la cdc2 cinasa en mamiferos es requerida en dos momentos det
ciclo celular: durante Ia fase G1, que es el punto en el gue la célula se compromete a
continuar hacia la fase S y en el paso de G2 a M (26).

La actividad enzimética de cdc2 cinasa estd regulada por fosforilaciones y
desfosforilaciones dependientes de la etapa dei ciclo, asi también por la formacién de '
complejos entre la cinasa estable y as ciclinas, como es el caso del complejo MPF
(p34cdcZciclina B) (26).

Proteina reguladora de la condensacion de la cromatina (RCC1).

En el ciclo celular de eucariontes existan varios puntos de control; uno de allos
consiste en que la mitosis no puede iniciarse sin que la duplicacion del ADN haya
concluido, Por lo tanto debe existir alglin sistema que detects la presencia de ADN no
duplicadoe y transmita una sefial inhibitoria que detenga la activacion de los factores
mitéticos (27).

La proteina RCC1 participa en este proceso de regulacion ya que cuando astd
ausente, la mitosis puede Iniciar antes de que la sintesis de ADN haya terminado.,
RCC1 también es capaz de inhibir la condensacién prematura de cromosomas y el
paso hacia la mitosis, por bloqueo de la actividad de 1a cdc2 cinasa (26).

En cuanto a su mecanismo de accién, se ha encontrado que en céjulas humanas
esta firmemente asociada con Ran que es una proteina nuclear que se une a guanina
y estd relacionada con la oncoproteina Ras. La proteina RCC4 active, cataliza un
intercambio de nucledtidos de guanina sobre Ran; si las moléculas de GTP estan
unidas ala proteina Ran, ésta se disocia del complejo RCC1. Cuando se mantiene una
concentracion intranuclear ata de Ran-GTP, se detiene Ia sintasis o |a activacién de un
inducter de {a mitosis {probablements la cdc2 cinasa).



Una vez terminada la sintesis de ADN y a medida que la célula progresa hacia G2,
disminuye la actividad de RCC1 como intercambiador de nudcletidos asi como los
niveles de complejo Ran-GTP a través de la interaccion de una proteina activadora de
- la GTPasa. De esta forma RCC1 es inactivada y permite que se inicie la condensacién
de [a cromatina y el paso de 1a célula alas siguientes fases det ciclo (28, 27).

Si se presenta una disminucién en las concentraciones de GTP o se activa la
GTPasa antes de que finalice la fase $ , Ran se uniria 8 RCC1 y podria ocumir el
fandmeno de condensacién prematura de cromosomas (26).

En cuanto a la caracterizacién de RCC1, se conoce que el gen que codifica para
esta protelna esté localizado en el cromosoma 1 humano y que fa proteina consta de
421 aminoédcidos. Su region carboxilo terminal muestra alta homologia con otras
proteinas que se asocian a [a cromatina y a la regién amino terminal se atribuye su
capacidad de unién al ADN (27).

Histonas.

Las histonas y sus modificaciones son parte importante en el fendmeno de la
condensacion de cromosomas y por lo tanto en la regulacién del ciclo celular.
Presentan  fundamentaimente tres tipos de modificaciones: fosforilaciones,
acetilaciones y unién de moléculas de ubiquitina (25).

L.a fosforilacién se lleva a cabo principalments en {a histona H1 sobre sus residuos
de serina, treonina o histidina, y se produce por la accién de la cdc2 cinasa. Esta
modificacién es ciclica, ya que durante la fase S la H1 prossnta niveles bajos de
grupos fosfato que se elevan en !a G2 hasta alcanzar un estado hiperfostorilado en M.
La funcién que se le atribuye es la de inducir ) empaquetamiento y la condensacion
de los cromosomas (22, 26).

El proceso de acetilacidn ocurme en las histonas H2A, H2B, H3 y H4, esta asociado
con la descondensacién de la cromatina y por lo tanto estd Involucrada con los eventos
de duplicacion y expresién de genas. Durante las fases S y G2 las histonas se acetian
y bajan sus niveles al atcanzar la mitosis, para empaquetar nuevamente la cromatina
(25).

La unién de molécutas de ubiquitina se efectia en las histonas H2A y H2B a nivel
de la lisina carboxilo terminal, se incrementa en S y G2 para disminuir en la profase y
metafase y volver a elevarse en la anafase de la mitosis. Su remocidn promueve e}
empaquetamiento de la cromatina (25).



Topoisomerasa {l.

Esta molécula tiene mdltiples funciones, una de eifas es la de constituir el principal
componente del "andamio” (scaffold) de la cromatina. La condensacion que adopta el
ADN con la topoisomerasa |l se considera que corrasponde al nivel de compactacion
conocido como de asa (loop) y es dependienlé del ciclo celular (21, 26).

Proteinas de alta movilidad electroforética del grupo | (HMGH.

Se considera que la proteina HMG-1 tiene diversas funcionas, en algunos casos
actlia sobre la cromatina en un papel estructural a través del ciclo celular, y en otros
como una molécula involucrada en la regulacién de los procesos de duplicacion y
transcripcién. Recientemente se ha encontrado corelacidon entre la transformacion
neoplasica de células de mamifero y su potencial metastasico, con la presencia de
HGM-1 (26).

La HGM-1 es un sustrato eficiente de la cde-2 cinasa a nivel de su residuo de
treonina amino-terminal. La fosforilacion de esta molécula provoca que disminuya su
afinidad por el ADN. Se ha propuesto un modelo en donde la histona H1 o
nucleosomas intactos pueden unirse a las secuencias promotoras o potenciadoras
(enhancer) de a transcripcion del gen, produciendo represion en su expresion, se
especula que la funcién de HGM-1 podria pemitir la "apertura” de [a cromatina y
funcionar como una molécula antirepresora que compita con la inhibicldn causada por
H1 o los nucleosomas (26).

Ensamblaje y desensamblaje de la envoltura nuclear; Participacién de las
lAminas.

La envoltura nuclear consiste en dos membranas perforadas por complejos de
poros nucleares, internaments presenta unas estructuras que semejan placas llamadas
laminas las cuales estAn intimamente asociadas con la cromatina. Lag taminas deben
ser desensambladas para que se lleve a cabo la mitosis y para ser despolimerizadas
se requiere de su fosforilacién, ésta es activada por la cdc-2 cinasa. De manera
inversa, durante lainterfase, el balance del sistema favorecs la desfosforilacion (26),



Por lo tanto, la asociacién de membranas nucleares a cromatina durante a mitosis
parece ser regufada indirectamente por la cdc-2 cinasa ya que modula el estado de
fosforilacion de las laminas (26). .

Grupos sulfidrilos y disulfuros de las proteinas.

Como ya se ha mancionado, se ha encontrado que las fosforilaciones revarsibles de
las proteinas nucleares representan uno de los procesos fundamentales en la
modulacién de la estructura de la cromatina durante el ciclo celular. Sin embargo, un
factor que también es imporiante es la conversion reversible de grupos sulfidrilos y
disulfuros de Jas proteinas asociadas a esta estructura. La cromatina difusa tisnde a
presentar proteinas no histonas e histonas (H3) asociadas con grupos sulfidrilo, en
contraste con la cromatina condensada de los cromosomas metafésicos donde las
proteinas presentan grupos disulfuro que forman puentes y confieren mayor
estabilidad. Por lo tanto esta modificacion también es dependiente del ciclo (28).

Fosforilacién de los factores de duplicacién y de transcripeidn: Induccién de
cambios en la estructura fina de la cromatina a través de oncogenes y genes
supresores.

La actividad biolégica de algunas moléculas que participan en los procesos de
duplicacién y transcripcién se regula por medio de fosforilaciones presumiblemente
efectuadas por la cdc2 cinasa, este es el caso da la ADN polimerasa a humana y de la
ARN polimerasa [l del raton (26).

La fosforilacion dependiente del ciclo celular también afecta a varios productos de
oncogenes asi como a algunos factores de transcripcion gue se unen al ADN. Este tipo
de regulacién es un mecanismo de control rdpido y reversible de la expresion de
genes, particularmente cuando las sefales se transmiten a través de cascadas que
involucran fosforilaciones (28).

A continuacion se revisaran con mayor detalle las funciones de los producios
derivados de los oncogenes y de los genes supresores.



Oncogenes.

Los proto-oncogenes son genes que funcionan normalmente en las células, los
cuales pueden sufrir mutaciones y dar origen a los oncogenes que se asocian con un
fenotipo particular caracterizado por el crecimiento no controlado, tipico de las céiulas
neoplésicas (29).

Los proto-oncogenes participan fundamentalmente en los procesos de crecimiento y
diferenciacion  celular, generalmente se aclivan por mutaciones puntuales,
translocaciones o amplificaciones. En general no se asocian con cancer hereditario y
su expresion es dominante (29).

Por su funcién, los productos de los oncogenes se han clasificado en:
Clase I. tactores de crecimiento (sis)
Ciase Il; receptores

A:enla su;}erﬁcie celular, con actividad de tirosina-cinasa (ims, erb B, rev,
os)
B: intracelulares (erb A)

Clase lil: proteinas ds acoplamiento y mensajeros intracelutares

A: lipo proteina-tirosina cinasa (srt, yes, fes, abl, mef)

8: tipo protaina-serina/treonina cinasa (mos, rah

C: proteinas Ras con funcion de unién a guanina, con actividad de GTPasa (H-
ras, Ki-ras, N-ras)

D: proteinas relacionadas con fosfolipasa C (cik)

Clase IV: factores nucleares o reguladores de la transcripcion (jun, fos, myc, N-myc,
myb, ski) (29)

El conocimiento sobre los oncogenss y sus productos, se ha incrementado
rapidamente, y a continuacion se describen las funciones particulares de algunos de
allos:



ras: Se ha propuesto un modelo que sugiere que la proteina Ras (p21) activa
cinasas que fosforilan factores de transcripcion, que una vez medificados son capaces
de inducir expresion de genss. Particularmente, activa cinasas tipo MAP que son
capaces de fosforilar e importar hacia el nicleo factores de transcripcion de la familia
Ets. Su activacion depende de la posibilidad de convertir las proteinas Ras que unen
nucledtidos de guanina, de su forma inactiva GDP a su forma activa GTP (30).

myc, max, mad, mxi-1; Se conoce que el producto del gen myw es un activador de
la transcripeidn que actia en secuencias especificas a través de su unién con el factor
de transcripcion Max. En ausencia de Myc, que es una proteina inestable, Max puede
formar un homodimero o asociarse con otros factores como Mad o Mxi-1. Se ha
propuesto que estos complejos reprimen la profiferacion celular e influyen en ol
proceso de diferenciacién. En contraste, la asociacion de Max con Myc promueve la
divisién celular. Sin embargo, es interesante considerar que en cultivas de fibroblastes
con bajas concentraciones de suefo, y que expresan activamente a Myc, se estimula el
fendmeno de la apoptosis (30).

E2A-PBX1: Ef oncogen producido por la fusidn de E2A (potenciador de ta
transcripcion) y PBX1 (dominio homedtico de unidn al ADN), es otro ejempio de la
funcién de crecimiento-muerte celular. E! gen fusionado resulta de fa translocacion
(1;19) presente en la LLA. Sin embargo, no sélo confiere actividad oncogénica, sino
que también induce alteraciones en el desarmollo de las células linfoides y durante la
fase pre-maligna, en la que se ha encontrado evidencia de spoptosis masiva (30, 31).

Genes supresores,

~ En contraste con la funcion de los oncogenes, los genes supresores nommalmente
intervienen en Ia detencion del praceso de proliferacion celular, y se inactivan por
pérdida cromosomica, delecion, mutacién puntual {29). Para ejemplificar su funcién sa
describiran algunas caracteristicas de p53y b,

p53: La proteina de este gen ha llegado a tener gran importancia por el hecho de
que estd ausente en una gran variedad de tumores. Entre sus funciones se ha
encontrado que detiene a las células que portan daio en el ADN durante la fase G1,
de tal forma que si p53 esta inactivo o ausente las =élulas con dafio podran pasar a
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través de esta fase del ciclo acumulande mutaciones, lo que favorece la inestabilidad
cromosdémica, y ocasionando oncogénesis (31, 32).

rb: El gen suprasor /8 regula la progresion da la célula de la fase G1 hacia S, se
fosforila de S a M para ser desfosferilade en G1. La proteina RB (pRB) desfosforilada
en G1 se asocia fimemente a la cromatina y conforme se acerca a la fase S va
disminuyendo su afinidad. Se han identificado numerosas moléculas, entre ellas
factores de transcripcion, la ciclina A y la proteina c-Myc que se asocian
exclusivamente a pRB no fosforilada . Por todo ésto, se sugiere que pRB
dasfosforilada suprime ia proliferacién celular al unirse a factores promotores y
reguladores de crecimlento, y que su fosforilacién inhibe su funcidn pemitiendo el
paso de [a célula hacia la fase S (26, 31, 33). Ctra caracteristica que presenta, es que
se inactiva frecuentemente por los productos de los virus tumorigénicos, El adenovirus
transformante E1A se une a pRB en la misma regién que reconocen ofras proteinas
que estimulan la entrada al ciclo celular (33).

2,3, CICLO CELULAR DE LAS LEUCEMIAS AGUDAS.

El método tradicional para analizar la division celular se basa en la cuantificacién de!
ADN que se sintetiza en un cuitivo, midiendo la cantidad de marca radioactiva
incorporada en el ADN cuando las células en divisién han sido expuestas a un pulso
de timidina tritiada durante 6h (34).

La citometria de flujo ha proporcionado otra altemativa para este tipo de estudios,
ya que permite conocer el contenido de ADN de los nlcleos analizados. Si
consideramos @ C como el contenido haploide de ADN, 2C comesponderia a las
células en GO 6 G1, 4C a las células en G2 6 M, y fos nucieos cuyo contenido se
encuentra entre estos dos valores se ubicarian en la fase S del ciclo celular (34).

En ol estudio del ciclo celular de las leucemias, [a fase S tiene un significado
importante ya que las células que se encuentran en esta etapa constituyen la fraccidon
proliferadora. La evaluacion de esta fraccién es importante ya que puede proporcionar
datos acerca del potencial de proliferacién de las células y de la evolucién de la
enfermedad (2, 34).

Con el uso de la citometria de fiujo también ha sido posible la deteccién y medicién
de la fraccién de células en proliferacién utilizando diversas estrategias. Entre ellas la
cuantificacion de la proporcién de ARN, conocido como indice de ARN, mediante el
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uso del fluorocromo naranja de acridina, que tifle diferancialmente las hebras dobles
de color verds (ADN) y las hebras sencilias de color rojo {ARN); se asume que las
células menos proliferadoras y que han entrado al proceso de diferenciacion presentan
un contenido de ARN menor (2, 34).

Otra altemativa para captar a las células en fase S es la estimacion del porcentaje
de polimerasa unida al ADN, o bien, la deteccion de Ki67 que es una proteina nuclear
que se presenta exclusivamente en células que han entrado al ciclo y esta ausente en
células en GO (2). Una proteina que también es util en este tipo de estudios es el
antigeno nuclear de proliferacién celular (PCNA), que se considera como un auxiliar de
la ADN polimerasa §. PCNA se expresa en células en G1 antes de que la sintesis de
ADN inicie, por lo tanto podria preceder la aparicion de KiS7 (2, 35). Un estudio
realizado en leucemia aguda en el que se midi¢ la pressencia de ambas moléculas por
medio de la metodologia de anticuerpos monocionales, mostrd que Ki-67 permite
detectar actividad proliferadora en las células leucémicas dependiendo del subtipe de
la enfermedad, en contraste con PCNA que permitié evaluar la proliferaciéon celular en
cualquier tipo de leucemia (35).

El desarollo de anticuerpos monoclonales contra bromodeoxiuridina (BrdU) ha
facilitado 1a evaluacion de la duracidn del ciclo celular y de la fase S parlicularmaente en
leucemia mieloide aguda (LMA) (2, 34, 36). Las células que incorporaron BrdU son las
que sintetizaron ADN, este ensayo puede levarse a cabo tanto in vitro como in vive en
pacientes con leucemia mediante una infusion intravenosa de BrdU (38, 37).
Utitizando este mismo método in vive y con la posterior obtencion de una biopsia de
MO, es posible identificar los grupos de células que sintetizan ADN y a la vez evaluar
su citomorfologia (37).

La duracion del ciclo celular de la LLA también ha sido aestudiada por medio de
citometria de flujo. Se refiere que el periodo de sintesis en los blastos de aste tipo de
leucemia es significativamente més prolongado que el de los linfocitos normmales en los
cuales la duracién total del ciclo es de 13 a 18h. Al estudiar diferentes tejidos
compromaetidos en la produccidn de células leucémicas, se encontré que el periodo de
sintesis en células de MO es de 13.5 h y en nddulos linfaticos de 12.7 h (2, 38).

Al tomar en cuenta las caracteristicas citogenéticas de las leucemias, se ha
encontrado que en las células hiperdiploides la fase S es mas prolongada que en las
diploides. Cuando las leucemias portan translocaciones, se ha observado que aquéllas
que presentan mayor acumulacién de células en ia etapa de sintesis son las de tipo B
con {(8;14}, en las tipo pre-8 las que tienen t{1,19) y de las T aquéllas con t(4;11) (2,
39, 40).



24, ESTIMACION DEL CICLO CELULAR POR EL METODO DE CONDENSACION
PREMATURA DE CROMOSOMAS.

Cuando la célula se encuentra en interfase no es posible observar la estructura
cromosomica al microscopio dptico y es hasta fa mitosis, en a que se lleva a cabo la
condensacién de la cromatina, cuando se pueden observar los cromosomas a este
nivel de microscopia (41).

2.4.1. CARACTERISTICAS DE LOS CROMOSOMAS PREMATURAMENTE
CONDENSADOS.

Mediante la fusién de dos células, una en metafase (inductora) y otra en interfase
se puede inducir la formacion de cromosomas prematuramente condensados (CPC).
La cromatina difusa tipica de la célula interfdsica se condensa en unidades facilmente
visibles al microscopio dptico (41). Entre los métodos empleados para la fusion de las
células esta el que utiliza al virus Sendai y el polietilenglicol {(PEG), que actualmente es
muy comin por su bajo costo, facii manejo y gran efectividad (41, 42, 43, 44),

Una vez finalizada la fusién, el nucleo interfdsico empieza a presentar cambios
caracteristicos independientes del estado en el que se encontraba previamente, Estos
cambios inciuyen la condensacion de la cromatina, Ia disolucién de la envoltura nuclear
y finalmente la desaparicion del nucléolo. Los resultados de la condensacion
cromosdmica dependerén de la fase del ciclo celular en la cual se encontraba la célula
interfasica en el momento de la fusion (41).

2,4.2. MORFOLOGIA DE LOS CPC.

La cromatina de los CPC en G1, asi como los cromosomas en anafase, consiste en
una cromatida sencilla por cromosoma lo cual implica que el genoma no ha sido
duplicado. Conforme la célula se acerca a la fase S, la cromatina se observa mas
descondensada. De hecho, se han descrito para G1 seis estados morfolbgicamente
diferentes (a,b,c,d,e.f), los tres ultimos presentan el mayor grado de descondensacion
y coresponden a G1 tardia (41, 45).



Las células que se encuentran en fase S al momento de [a fusion presentan CPC
que aparentan pulverizaciones o bien, brechas formadas por regiones de cromatidas
senclllas (zonas claras) y dobles (zonas obscuras). Al parecer es en las regiones
sencillas, no condensadas, donde se lleva a cabo ia duplicacion de! ADN (41).

Las célufas da fa fase G2 presentan CPC semejantes a los metafasicos, excepto en
que, en los primeros, los cromosomas son mas largos y extendidos. Los CPC on G2
consisten en dos cromatidas alineadas, estrechamente unidas (41).

En varios experimentos realizados sobre el fendmeno de CPC, s ha encontrado
que no dnicamente se modifica la estructura de la cromating, sino que también
cambian algunas de las funciones de la célula interfasica fusionada. Por ejemplo, la
iniciacion de la sintesis de ADN es significativamente mas temprana en |as células en
G1 que se fusionaron, este efecto podria producirse por dos situaciones aliemativas:
1) que se presente dasorpanizacion en el nicleo durante la induccidn de CPC y ésto
facilite el acceso da las moléculas inductoras de la sintasis de ADN en la célula en G1;
2) que la célula inductora mitdtica proporcions los factores de sintesis a la celula
interfésica en el momento de Ia fusion, ya que se ha oncontrado que las células
mitbticas detenidas con colcemida durante periodos prolongados (18h) acumulan los
factores necesarios bara la Iniciacion de la sintesis. Otros factores que intervienan son
el desensamblaje de la envollura nuclear y la interaccibn de los factores
citoplasmaticos con la cromatina (41).

La metodologia de obtencion de les CPC se ha aplicado en diversos campos de
investigacion basica y clinica, por ejemple en estudios de Biologia Celutar
particularmente en ei proceso de la mitosis, en mutagénesis, en Ia obtencion de
cromosomas para realizar estudios citoganéticos en células cancerosas y también en
ta evaluacion del cick celular en diversas neoplasias (22, 41, 42, 44}, A continuacién
se manciona la experiencia que se ha tenido con esta metodologfa en el estudio de las
leucemias,

2.4.3.APLICACIONES DE LOS CPC EN LEUCEMIA AGUDA.

Se ha utilizado la posibilidad de distinguir la fase G1 temprana de la tardia con el
uso de CPC para diferenciar poblaciones celulares nommales de las leucémicas (46).
Hittelman y cols. utilizaron esta técnica para estimar 1a cinética de proliferacion de
ambas poblaciones y encontraron que ias células normales se encuentran en la fase
G1 temprana, mientras que las malignas se acumulan en la G1 tardia, por lo que



concluyeron que esta técnica puede identificar a las poblacionss celulares que son
susceptibles de entrar a la fase de duplicacion del ADN. A partir de estos estudios los
autores formularon un indice de proliferacion potencial (IPP) que cofresponde a !a
fraccion de células en G1 tardia, de todas ias células en fase G1, expresada en
porcantaje (45, 46, 47).

Frabajos postariores realizados en individuos adultos con LLA y LMA revelaron que
en once de catorce pacientas se pudo detectar recaida mediante la metodologia de
CPC, 3.5 meses antes de que aparecieran manifestacionas dlinicas de la enfermadad.
Con base en estos estudios se ha informado que las musstras de MO de los pacientes
» con laucemia aguda tienen valores de IPP antre 35 y 40%, gue son tres o cuatra veces

mayores que los encontrados en individuos normales que se estiman del 12 %. Los
pacientes en remisién presentan valores variables que s& encuentran por debajo del
35%,; cuando el IPP rebasa esta cifra el individuo $e ancuenira en riesgo de recaer y
presentar nuevamente sintomas de le enfermedad (46, 47, 48).

Por otro lado, Morse y colaboradorss (48) midieron al IPP durante I8 evolucion de la
anfermedad en pacientes pedidtricos y adullos, ancontraron valores fluctuanies y un
elsvado numero de IPP falsos positivos. La experiencia de estos autores ha sugerido
qua los valores altos da IPP de la MO ds pacientes leucémicos dependen del nimero y
tipo de célula fusionada y que pueden daberse no sdélo a la proliferacién de fa células
leucémicas, sino también a procasos de regeneracion de la médula posteriores & ia
quimioterapis, o como una respuasta & procesos infecciosos, o bien como un efecto
ante estimulos aiin desconccidos. Sin embarga, la relacién entre la el idn del IPP y
la presancia de estos eventos durante la evolucidn de la enfermedad atn no se ha
podido establecer debido a la dificuitad para obtener musestras de MO an ios diferentes
momantos en los que estos procasos se presentan (48).

Recisntemente, Mc Leod y colaboradores (50) encontraron una alta correlacién
entre 8! IPP de las cdiulas de MO y el de las células de SP en pacientes con LLA. Esto
hallazgo plantea la posibilidad de realizar estudios de CPC en muestras de SP con la

" ventaja de que la muestra se pusde obtener més facilmente y a intervalos mas cortos.

De acuerdo a estos estudios el IPP representa la proporcion de céiulas
potencialmente proliferadoras, sin embargo se desconoce qué porcentaje de esta
poblacién realmente alcanza la divisién celular a corto plazo. Para contastar esta
pregunta seria (til comparar el porcentaje de céiulas potencialmente proliferadoras
(IPP) con el porcentaje de células que llegan a la division celular en el mismo tipo de
muestra.




3. AGENTES BLOQUEADORES DE LA DIVISION CELULAR.

Los agantes bloqueadores de la divisién calular han sido Gtiles en la deteccién de
células en proliferacion, un ejemplo de ellos es la colcemida que se utiliza para el
andlisis cromosémico en metafass, asi como en la estimacién del indice mitatico. Sin
embargo esta sustancia es téxica para las células ya que no sobreviven largos
periodos en presencia de este agente (51, 52).

Otro bloqueador de la divisién celular es la citocalasina B (CCB) que inhibe la
funcién de la actina durante la citocinesis, no es tan dafina para las células y origina
células binucleadas (BN} o multinucleadas como producto de la divisién celular (52,
53).

Si se exponen las céjuias en cultivo a la accidn de la CCB de 24 a 44h a una
concentracion éptima de 4pg/ml, las células que alcanzaron la mitosis durante ese
lapso se observan BN, El porcentaje de células BN en relacion a las células analizadas
rapresenta el porcentaje de células que se dividieron en el lapso estudiado (52, 53, 54,
58).

Este método se ha utilizado con éxito en la cuantificacién de micronticleos en
células que se han dividido en estudios de mutagenos in vitro (52, 54, 55).

JUSTIFICACION

Existe controversia acerca da (a utiidad del método de CPC y dal IPP como
indicador de enfermedad residual ya que se desconocen las causas por las que se
eleva en pacientes con leucemia y su significado real. En este trabajo se propone
investigar si el valor del IPP asi como la proporcién de células en la fase S da! ciclo
celular en SP, correlacionan con el numero de células que alcanzan la division calular y
con fa carga tumoral en pacientes con LLA de un mismo subtipo citomorfolégico e
inmunofenotipo,

La aplicacion de las metodologias de CPC y CCB en {a misma muestra de SP
pemmitiran conocer la capacidad proliferadora de las células leucdmicas.



OBJETIVOS

1) Correlacionar 1a propercién de célufas en la fase S del ciclo de celular y los valores
de IPP con la proporcion de células que Htegan a dividirse, en linfocitos de individuos
con LLA en etapa activa y en individuos nomales sin estimulacion con
fitohemaglutinina {PHA).

2) Correlacionar |a proporcién de células en la fase S del ciclo celular, el IPP y la
proporcién de células que se dividen con la carga tumoral (alto porcantaje de blastos e
infiltracién extramedular),

HIPOTESIS

1) La proporcion de células en la fase S y los valores de IPP correlacionan con el
porcentaje de células que alcanzan [a division, y son significativamente mas elevados
en Ja SP de los individuos con LLA activa que en SP sin estimular con PHA de sujetos
nomales.

2) La proparcion de células que se encuentra en la fase S del ciclo de proliferacion, el
IPP y el pcmemajé de células que se dividen en SP de los pacientes con leucemia,
correlacionan con la carga tumoral.

POBLACION DE ESTUDIO

1) Individuos en edad pediatrica sanos {controles).

2} Individuos en edad pediatrica con diagnéstico de LLA basado en los criterios
propuestos por el FAB y en etapa activa, sin tratamiento previo, con inmunofenotipo
comun (pre-B, CALLA positivo),

CRITERIOS DE INCLUSION

1} Individuos normales.

Sujelos en edad pedidtrica que acudieron a la toma de productos para una
intervencian quinirgica programada, con dates hematolégicos narmales y sin datos de
infeccion.

2) Individuos con LLA activa.

Pacientes en edad pediatrica con diagnéstico de LLA con inmunofenotipo comun (pre-
B, CALLA positivo), sin tratamiento previo.

n
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DEFICIONES OPERACIONALES

Se considerd que un nifio presentaba LLA cuando mostro:

a) Biometria hematica (BH) con datos de anemia, neutropenia y trombocitopenia asi
como sustitucidon de elementes celulares normales por célutas inmaduras y més de
10% de blastos circulantas.

b) Aspirado de MO con sustitucion de elementos celulares nomales por células
inmaduras (blastos) >/=30%.

c) Estado general: cuadro de anamia, procesos hemarrégicos, fiebre, cefalea,
astenia y anoraxia.

d) Exploracion fisica: palidez, dolor ¢seo, adenomegalias, visceromegalia (10).

CRITERIOS DE ELIMINACION

Se eliminé del grupo de estudio 3 aquéilos pacientes en los que se diagnostico
posteriormente una enfermadad diferents a la LLA.

MATERIALES Y METODOS

A cada sujeto se le tomd en una sola ocasién una muestra de SP de 5ml para
realizar las metodologias de CPC y CCB.

Ademas, a los pacientes con LLA activa se les tomé una muestra de MO para
cariotipo, utilizando parte de la muestra obtenida por aspiracién para et inmunofenotipo
en el momento del diagnéstico.

Se anotaron los datos del paciente en una hoja de caplacién de datos la cuaj se
muestra a continuacién:



HOJA DE CAPTACION DE DATOS PARA EL ESTUDIO DE PP Y CCB EN
PACIENTES CON LLA

Nombre Reqgistro,

Direccion, Teléfono

Diagndstico Inmunofenotipo

Edad al diagnostico Sexo,

Fecha Otros_-
OBSERVACIONES

Estado actual

Numero de células en las fases del ciclo celular:
G1 temprana
G1 tardia
S
G2
IPP.
BN
FM
Cariotipo.
Biometria hemdtica
Hemoglobina
Reticulocitos,
Leucocitos,
Neutrdfilos,
Linfocitos
Blastos,
Plaquetas
Médula dsea

Formas jovenes,
Formas maduras.
Linfocitos,
Blastos,
Promislocitos,
Megacariocilos,
Celularidad,
Transfusiones,




METODOLOGIA PARA LA OBTENCION DE CPC Y ESTIMACION DEL IPP

El estudio de CPC consistié en la determinacion de la proporcion de células en las
diferentes fases de! ciclo celular y en la estimacion de! IPP. Consta de los siguientes
pasos:

1) Preparacién de las células inductoras mitéticas.

Las células de ovario de hamster chino de 1a linea E36 (CHO) se cultivaron en
medio RPM! 1640 (Gibco) suplementado al 20% con suero fetai de temera (SFT)
{Hyclone), L-glutamina (Gibco) y antibiotices (penicilina-estreptomicina) (Gibco). Se
mantuvieron como cultivos en monocapa en botellas de B0cm?2. Los subcultivos se
pusieron en presencia de BrdU (Sigma) a una concentracion final de 10pg/mi, a 37%
en una incubadora con una atmosfera de CO2 durante 24-48h, dependiendo de!
momento en que alcanzaron la fase de crecimiento logaritmice. Posteriormente se
favaron en solucion de Hank (Gibco) 0 con medio de cultivo. Se agregaron 6ml de
medio de cultivo fresco con BrdU y colcemida (Gibco) a una concentracion final de
10ug/ml. Las células se incubaron durante 24h con el fin de obtener el mayor nimero
de mitosis, finaimente se agitaron y transfirieron a un tubo de centrifuga de plastico.

2) Preparacion de las células de SP.

A partir de 5mi de las muestras de SP heparinizadas, se separaron las células
mononucleares mediante un gradiente de Ficoll-Hypaque (Nycomed). Se tomé ia
interfase y se resuspendié en un volumen igual de medio RPM! 1640. Se lavé dos
veces con el mismo tipo de medio (56).

3) Procedimiento de fusién celular.

En un tubo de centrifuga de 10ml se mezclaron las células CHO y las
mononucleares en una proporcion de 1:3. Se centrifugaron Smin a 2000rpm, se retird
el sobrenadante y se agregé 1ml de una solucion al £0% de PEG 1500 (Sigma) diluido

b



en solucion de Hank, durante tmin se agité suave y constantemente. En los siguientes
3min, se agregaron gota a gota 3ml de solucién de Hank resuspendiendo las células
después de cada gota para diluir el PEG. La suspension celular se centrifugo a
2000rpm por 3min, se retird el sobrenadante y la pastilla se resuspendio en 0.5ml de
medio RPMi 1640 con 20% de SFT y 1% de colcemida para prolongar el estado de
mitosis. El tubo se cerrd e incubd a 379 durante 1h (42, 43).

A las células fusionadas de les agregaron 10ml de solucién hipotonica de KCI
(0.075M) a 37°% durante 13min. Las células se fijaron en metanol-acido acético
(Merck) (3:1) (liquido de Carnoy) y se lavaron dos veces en éste, Las preparaciones se
hicieron por goteo sobre un portacbjetos y se fijaron a la flama. Posteriormente se
tifieron de acuerdo con la técnica de fluorescencia mas Giemsa con objeto de distinguir
a las célutas inductoras mediante sus cromosomas diferenciados por efecto de la
incerporacion de BrdU (57).

Para cada caso se trataron de analizar 50 células con CPC para determinar cuantas
se encontraban en las fases G1 temprana, G1 tardia, S y G2. Se consideraron las
fusiones entre células humanas y de hamster, se diferenciaron por presentar un grupo
de cromosomas uniformemente tefiido, provenientes de la célula humana, y otro grupo
de cromosomas léﬁido diferenciaimente debido a la incorporacion de BrdU, que
comespondia a las de hamster. La proporcion de células en G1 tardia con respecto a
las células que se encontraron en ia fase G1 completa represento el IPP y se expres6
en porcentaje (G1 tardia/G1totalx100=1PP).

La morfologia de los CPC refleja la fase del ciclo en que se encuentra la célula
interfdsica en el momento de la fusion (41).

La cromatina de los CPC en G1, asi como l0s cromosomas en anafase, consiste en
una cromatida sencilla, por cromosoma, con estructura ininterumpida. Conforme la
célula se acerca mas a la fase S la cromatina se observa méas descondensada, de
hecho, se han descrito para G1 seis estados morfologicamente diferentes (a,b,c.d.e.f),
los tres uitimos presentan el mayor grado de descondensacién y coresponden a G1
tardia (41, 45). Las células en fase S aparentan pulverizaciones o bien, brechas
formadas por regiones de cromalidas sencillas (zonas claras) y dobles (zonas
obscuras) (41). Las células que se encuentran en la fase G2 presentan CPC
semejantes a los metafasicos, excepto en que, en los primeros, los cromosomas son
mas largos, extendidos y con dos cromatidas alineadas, estrechamente unidas (41). En
la figura 2 se muestran imagenes de los CPC en diferentes fases del ciclo celular,



FIGURA 2. Cromosomas prematuramente condensados en diferentes fases del
ciclo celufar.

a) G1 temprana b) G1 tardia

c)S d) G2



METODOLOGIA PARA LA OBTENCION DE CELULAS BN CON CCB

La metodologia de obtencion de céiulas BN con CCB consistid en la determinacion
del porcentaje en que éstas se presentan en 2000 céluias de un cultivo (estimulado o
no con PHA) expuesto a este agente, come se describe a continuacion:

1) Procedimiento de CCB para ta obtencién de células BN.

Se sembraron 0.5m! de SP en 5mi de medio RPMI 1640 suplementado, como se
deseribié anteriormente, se agregaron 0.2mi de CCB (Sigma) a una concentracion de
4ug/ml, a las 24h de cultivo, en el caso de los individuos feucémicos y de los nommales
sin PHA. En los cultivos de individuos normales que se sembraron con PHA (Gibco),
ésta se agregé desde el inicio y 24h después se expusieron a CCB para permitir que
las células se estimularan con el mitégeno. En todos los casos ios cultivos estuvieron
expuestos a CCB durante 48h después de las cuales se obtuvo el paquete celular, se
fijo con liquido de Carnoy y se prepararon las laminillas para su observacién al
microscopio. Las preparaciones se tifieron con el sistema de colorantes May Grinwald-
Giemsa (Sigma-Merck) (52, 563).

Se analizaron 2000 céluias y se contaron aquéllas que fueron BN o multinucleadas,
asi como las que presentaron figuras mitoticas (FM). Los criterios que se tomaron en
cuenta para establecer que una célula es BN (figura 3) son;

a) Presencia de citoplasma integro.

b) Presencia de dos nucleos completamente separados entre si.

Se formuld un indice de Division que considera la suma de las células BN y de las
FM con respecto al total de células analizadas (2000) expresaco en porcentaje,

En ambos estudios una persona ajena codificd ias laminilias, de tal manera que el
analisis se realizd en ciego.



FIGURA 3. Célula binucleada.




ANALISIS ESTADISTICQ

La proporcidn de células en las diferentes fases del ciclo celular y los valores del
IPP entre los cLlﬂl'VOs de los pacientes y los de los conlroles se compararon mediante
fa prueba de U de Mann-Whitney. Para la correlacién entre el }PP y el porcentgje de
divisién celular/se calculd ef coeficiente de correlacion simple de Spearman (58).

RESULTADOS

|

|
ResultadoIB obtenidos con la metodoleglia de CPC,

Se es(udiJron cinco nifos normales y nueve leucémicos. Las caracteristicas de los
analisis de lgboraton‘o de los pacientes [eucémicos en el momento del diagnéstico
como; carioti‘ 0, hemoglobina, leucocitos, neutréfilos, iinfocitos, blastos y plaguetas se
muestran enlel cuadro 4. Ef ndmero y 1a proporcion de células que se encontraron en
las diferentes fases del ciclo, asi como los valores de IPP se muestran en los cuadros
5v6. &l m.‘m{ero de células fusionadas por individuo fue entre 10y 119, Unicamente en
dos de los n‘acientes con leucemia se enconlraron mas de 50 ‘células' para el andlisis
de CPC. !

La propqrci()n de células en las fases G1 tardia y S fue variable tanto en los
pacientes c‘o‘mo en los controles. En {a fase G1 temprana se registro menor nimero de
células y la fase G2 del ciclo celular fue la menos representada en ambos grupos.

Los valofes de! IPP en los individuos leucémicos variaron desde 42 hasta 100% y
en los sujetos normales desde 9 hasta 83%. Estos porcentajes fueron mayores de 35%
en todos !otl; pacienles feucémicos y en cuatro de los cinco sujetos normales.

Al comparar. en namero y proporcion, {as celulas en fase G1 tardia, en S y los
valores del IPP de las muestras de los pacientes y de los controles mediante fa prueba
de U de Mann-Whithey, no se encontré diferencia estadisticamente significativa
(p>0.05) (sz



CUADRO 4. Datos de laboratorio de los pacientes leucémicos en el momento del

diagndstico.
individuos Dx  Cariotipo  Hb it NT _ Linf . % Plaquetas
grdi /m fmm? /m
L1 L2 - 51 34000 (4] ot & 25000
L2 L1 inv(11) 58 15600 4386 46 23 10000
L3 L1 46,xy 7.4 15100 2150 67 15 250000
L4 L1 48xy 11.0 3000 360 86 ] 250000
L5 L1 46/48-56 2.6 2900 290 34 1 10000
L6 L1 - 8.8 6400 1920 42 20 10000
L7 L1-L2 t(13;14) 4.1 8400 384 o4 0o 160000
L8 L1 46,xx 1.3 3800 152 &89 15 300000
LY L1 4651 4.5 15700 [} 20 75 10060
Valores de 14.6 4000 1800 22840 —_ 150000
referencia a a a a
16.4 11000 7000 450000
Dx= Diagndstico Hb= hemoglobina  NT= Neutrdfilos

Valores de referencia tomados de Carrasco (59).




CUADRQ 5. Patrones de CPC y valores del 1PP en muestras de sangre periférica
no estimuladas de pacientes leucémicos e individuos normales.

Ind Gite Gita S G2 Total de PP

células %
Pacientes leucémicos
L2 6 14 0 22 75
iz 0 5 5 0 10 100
L3 5 14 15 0 34 74
L4 14 10 10 "7 4 42
& I O
6 3 8. 12 2 25 73
73 %20 & 88
B .8 1 8 0 31 64
L9 1 4474, o 119 98
individuos normales B . ‘ '
Mofo 1 4 s 1 o
N2 4 12 .15 0 31 75
N 7 78 30 39
Ne 8 14 11 1 34 64
N5 3 15 27 o0 45 83
U=11 U=t2* . u=12+

*Valores obtenidos al comparar las fases S, G1la y el IPP de los controles vy los
pacientes leucémicos con {a prueba de U de Mann-Whitney, que resulté ser no
significativa (p>0.05).

CPC= cromosomas prematurameante condensados

1PP= indice de proliferacién potencial

Ind= individuos Glte= G1 temprana  Gta= G1tardia S= sintesis de ADN



CUADRO 6. Patrones de CPC en muestras de sangre periférica no estimuladas de
pacientes leucémicos e individuos normales expresados en proporciones.

Ind Gfte Glta S G2 1PP
Pacientes leucémicos
L1 0.10 027 063 0.00 075
L2 000 050 050 000 1.00
L3 0.74
L4 0.42
L5 0.75
L6 0.73
L7 0.89
L8 . o 0.64
L9 001 037 062 060 098
Individuos normales ’ ‘
N1 0.55 0.06 0.22 017 009
N2 013 039 048 000 075
N3 037 023 023 017 039
N4 0.2¢ 041 032 003 064
NS " 007 033 060 000 083
Us12" U=14r U=19*

*Valores obtenidos al comparar las fases S, G1ta y el IPP de los controles y los
pacientes leucémicos con la prueba de U de Mann-Whitney, que resultd ser no
significativa (p>0.05).

CPC= cromosomas prematuramente condensados

Ind= individuos G1te= G1 temprana

G1a= G1 tardia S= sintesis de ADN



Resultados obtenidos con la metodologia de células BN con CCB.

La técnica de células BN obtenidas mediante CCB se realizé en los cultivos de
linfocitos sin PHA de 11 pacientes leucémicos y de diez sujetos controles y en los
cultivos con PHA de cuatro sujetos controles. El numero de células BN y de FM en
2000 células analizadas fue de cerc en los cultivos de los sujetos normales sin
" estimulacién con PHA, mientras que en los cultivos de los individuos normales
estimulados con este mitégeno, se observaron entre 8 y 33 células BN y entre 5y 151
FM. Todos los cuitivos de los pacientes [eucémicos mostraron proporciones variables
de células BN que fueron daesde 4 hasta 88 en 2000 células analizadas, y en cuatro
casos se observaron entre 2 y 16 FM.

Se calculd el indice de division (ID) que es el porcentaje de ceélulas BN y FM. En los
cultivos de los individuos normales sin estimulacién con PHA el ID fue de cero; cuando
se estimularon el ID varié de 1.9 hasta 6.65 y en los pacientes leucémicos sin estimular
se encontré entre 0.35 y 4.4. Estos datos se muestran en el cuadro 7.

No se encontra comrelacion entre las siguientes combinaciones: ID y fase S, numero
de blastos e IPP, ID e IPP (cuadro 8), ni entre el ID y el nimero de blastos (cuadro )
con {a prueba de correlacion simple de Spearman, ya que en todos los casos Ia r fue
menor de 0.2 (58). En ambos cuadros se muestran los valores de ID en orden
ascendente. ‘

»



CUADRO 7. Células binucleadas, figuras mitéticas e indice de divisién en 2000
células sanguineas de nifios leucémicos e individuos normales.

Pacientes leucémicos -PHA Individuos normales +PHA
Ind BN FM D% Ind BN FM D%
L1 4 3 0.35 N4 33 5 190
t2 5 3 0.40 N5 14 129 7.15
L3 15 0 0.75 N6 13 151 820
L4 8 [+ ‘ 0:40, . : N7 8 125 6.65

L5 15 0 075
L6 a8 0 440 ._
L7 12 0 d.sd’
Lg 11 0 055
Ls 10 o 050
L0 8 16 125

L1t 6 2 040

No se encontraron BN ni FM en 2000 células analizadas en cada uno de los cultivos de (i
10 sujetos normales sin estimulacion mitogénica con PHA.

Ind= Individuos " BN= células binucleadas
FM= figuras mitéticas D= Indice de division



CUADRO 8. Valores del indice de division y del Indice de proliferacién potencial
de los pacientes leucémicos.

individuos D% PP %
L1 035 75
L2 0.40 42
L4 0.40 100
L9 0.50 98
L8 0.55 61
L7 0.60 89
L3 075 74
L5 0.75 76
L6 4.40 73

D= Indice de division IPP= indice de proliferacion potencial

CUADRO 9. Valores del indice de divisidon y porcentajes de blastos
y linfocitos de los pacientes laucémticos.

Indlividuos D% Linfocltos % Blastos %
L1 0.35 91 6
L2 0.40 52 23
L4 0.40 86 0
L9 0.50 .20 75
L8 0.55 69 15
L7 0.60 94 0
L3 0.75 67 15
L5 0.75 34 11
L6 4.40 68 5

ID= Indice de division



DISCUSION

Fases del ciclo celular e indice de proliferacién potencial estimados mediante
condensacién prematura de cromosomas.,

De acuerdo con esios resultados, el método de CPC en las muestras de SP no
mostré diferencias entre los pacientes leucémicos y los controles normales al comparar
ta proporcidn de células en las diferentes fases del cicle celular y el valor del IPP. De
hecho, el IPP fue mayor a 35% en ambos grupos a excepcion de un individuo normal,
Por el contrario, Hittelman y Rao (49) observaron una clara diferencia en los valores
del IPP entre |a SP de los pacientes leucémicas y la de los individuos normales. Por
ello, en este estudio, era de esperarse que los sujetos normales mostraran una alta
proporcion de célutas en G1 temprana y un IPP bajo.

Los trabajos posteriores de Hittelman y cols. (47, 48) en pacientes con leucemia, se
realizaron en muestras de MO y apoyaron {a hipotesis de que ia técnica de CPC y el
valor-del IPP eran dtiles como indicador temprano de recaida. Sin embargo, en un
estudio realizado por Morse y cols. en un grupo de pacienies en remision y fuera de
tratamiento, se encontraron valores de IPP en muestras de MO fluctuantes y falsos
positivos ya que a pesar de presentar allas proporciones de células en G1 tardia tos
individuos de ambos grupos no recayeron y mantuvieron periodos de remision continua
completa. En este estudio también se observé que el IPP tuvo valor predictivo de
recaida unicamente en los pacientes con LLA que habian presentado recaidas previas,
o bieny, en los que se diagnosticaron con LMA (49).

En 1989, McLeod y cols. (50) demostraron una alta comelacién entre los valores del
IPP en muestras de MO y de SP, independiente del estadio de la enfermedad. El iPP
en ambas muestras estaba elevado en el momento del diagndstico y durante la
recaida y bajo durante la remisién, Estos autores también registraron las properciones
de células presentes en 1as fases S y G2 del ciclo celular, sin embargo para estas
etapas no encontraron comelacion ya que en la mayoria de los casos la MO presentd
para ambas fases una mayor proporcion de células con respecto a la SP.

€} procedimiento de CPC en SP facilita la obtencidén de las muestras y permitid
realizar el presente estudio. Como ya se menciond, los resultados mostraron que la
proporcion de células en diferentes fases del ciclo de proliferacion y los valores del IPP
fueron similares en pacientes leucémicos e individuos normales. Un factor que pudo
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haber influido en estos resultados fue la dificultad para determinar la fase en {a cual se
encuentran las células, ya que se pueden confundir morfolégicaments algunas de las
fases, principalmente la G1 tardia y la fase S. De hecho, actuaimente se sugiere
realizar la metodologia de hibridacién in silu con flucrescencia para facilitar, mediante
el andlisis de |as marcas fluorescentes, |a igentificacion de 1a fase del ciclo de los CPC
(60). Ademas durants el estudio se observd un indice muy bajo de éxitos en las
fusiones calulares y de induccion de CPC tanto en las muestras de los pacientes como
en las de los controles. Estas dificultades metadologicas ponen en duda la validez de
los resultados y hacen suponer que pudo haber existido un sesgo hacia una pequefia
poblacion de células con caracteristicas pariculares, independientes del estado de
leucemia o notmalidad.

Células Binucleadas obtenidas con Citocalasina B.

Puesto que se ha propuesto que las células detenidas en G1 tardia representan una
poblacion potenciaimente proliferadora, uno de los objetivos fue correlacionar los
valores del IPP con fa evidencia de division celular en ia misma muestra de sangre.
Esta eslimacion puede obtenerse mediante ol uso de un hloqueador de la divisidon
celular como |a colcemida que se utiliza para el andlisis cromosémico en metafase. Sin
embargo esta sustancia es téxica para las células que no sobreviven largos periodos
en presencia de este agente (51). La CCB, a diferencia de ia colcemida, es menos
toxica para las células y permite su exposicién a periodos mas prolongados (51).
Ademas se ha comprobado a través de los estudios citogenéticos realizados en SP de
pacientes leucémicos sin estimulacion mitogénica, que la colchicina y la colcemida no
son capaces de captar a las ¢élulas en mitosis en todos los casos, ya que la tasa de
proliferacién en esta enfermedad es varable (20).

Como se menciono anteriormente, la CCB inhibe 1a citocinesis y origina células BN,
como producto de la division celular (52, 53, 54, 55). La identificacién de céluias BN
después de la exposicion a la CCB durante 48h permite calcular {a proporcion de
células que se dividieron durante ese periodo.

Los resultados obtenidos con esta metodologia no mostraron correlacion entre los
valores del PP y ia presencia de células en divisién ya que, con valores similares del
IPP, los cultivos no estimulados con PHA de los pacientes leucémicos mostraron tanto
células BN como FM mientras que en los culiivos no eslimulados de los sujetos
nommales ne se encontraren ni BN ni FM, Por lo tanto, estes datos no apoyan la
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hipolesis de que Ias células en G1 tardia representen una poblacion celular
potenciaimente proliferadora. por-o menos en un corto tiempo.

Con respecto a la estimacion de las fases del ciclo de proliferacién por medio de
otras metodologias como la cilometria de flujo, realizada en células de LLA, varics
autores han referido que la mayoria se encuentra en fase S y no en G1 tardia como lo
muestran los resuitados con CPC (2, 39, 61).

Por ofro lado, en este trabajo la prueba de CCB detect¢ proporciones varables de
células proliferantes en todos los cultivos sin PHA de los pacientes ieucémicos y no
detecté ninguna BN o FM en Ios cultivos sin Fii4 de los controfes. Los valores de ID de
los pacientes leucémicos comparadas con el lotal de linfocitos y blaslos presentes en
las muestras de SP no maostrarc comelacion, este hecho podria deberse a que se
comparan eventos que ocuren en diferentes condiciones, uno de ellos in vitro y
evaluado con un agente quimico (la obtencion de célutas BN con CCB) y el otro in vivo
(ta proliferacion de linfocitos y biastos).

De estos resultados se concluye que la lécnica de CPC resultd ser un método con
alto indice de faltas, muy labonoso que no permitid distinguir las mucstras de SP de los
pacientes leucémicos de los controles normales, mientras que la prueba de CCB, mas
precisa y sencilla, detecta poblacicnes celulares proliferantes en pacientes leucémicos.

€n 1a actualidad, la deteccion de enfennedad minima residual y la prediccion de
recaida siguen siendo un grave problema en los pscientes leucémicos. La técnica de
hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) permite la busqueda de células que portan
regiones rearegladas de genes relacionados con el cancer y la deteccion de
aneuploidias de células residuales leucémicas, por otro lade se ha utilizado la reaccion
en cadena de la pofimerasa (PCR) que facilita la identificacién de mutaciones en los
genes responsables de la tumorigénesis y de la resistencia a !as drogas. Estas
metodologias son Utiles y sensibles en 1a basqueda de células neopldsicas, pero no
reflejan el estado funcionat de la leucemia residual (62, 83, 64).

Ademas de detectar la presencia de células leucémicas residuales es imporante
conocer su capacidad proliferadora ya que ambos datos son atiles en [a prediccion del
momento en e! que se presenten puevamente los sintomas de {a enfermedad. Se han
propuesto algunas meiodologias con el fin de captar células en division, cormo son los
ensayos de formacion de colonias o la separacion especifica de células que se
encuentren en fase S, sin embargo estas técnicas resultan complicadas. Los ensayos
de formacién de colonias requieren el establecimiento de las colonias celulares en
cultive y el mantenimiento de éstas hasta después de varios subcullivos para que
finaimente puedan ser evaluadas citomorfologic ‘mente y utilizadas para |a deteccion
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de marcadores moleculares. Por otro lado, la metodologia de separacion de céiulas en

la fase S requeriria para su realizacion de un equipo especial de citometria de flujo (63,
85). Recientemente se ha referido que si con la metodologia de FISH se obtiene una
sefal completamente nitida, es posible determinar el estado det ciclo proliferacion en
células en interfase segun ia morfologia de la sefial (G41:Unica y puntual, S: barrida,
G2: bipartida) (60).

Los resultados de este trabajo sugieren que 1a estimacion del nimero de células BN
con CCB podria ser una opcién mas que ofrece una metodologia facil de realizar. Por
fo tanto, el analisis de BN, en combinacion con ofras técnicas moleculares o
inmunolégicas, podria utilizarse para definir el potencial de proliferacion de las células
positivas para marcadores genéticos de malignidad en muestras de SP y para predecir
recaida en pacientes leucémicos.



CONCLUSIONES.

En conlusion, los resultados obtenidos en este estudio mostraron que la técnica de
CPC resultd ser un método con alto indice de fallas, muy laborioso, que no permitié
discriminar entre las células nommales sin estimulacion y las leucémicas, En contraste,
la prueba de CCB, mas precisa y senciila, detecté poblaciones celulares proliferantes
tnicamente en los pacientes leucémicos.

El andlisis de BN, en combinacion con otras técnicas moleculares o inmunoldgicas,
podria utilizarse para definir el potencial de proliferacion de las células positivas para
marcadores genéticos de malignidad en muestras de SP y para predacir recaida en
pacientes leucémicos.
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