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GLOSARIO DE TERMINOS

CD Moléculas de diferenciacion celular (“ Cluster designation™)
Células NK Células “Natural killer” o asesinas naturales

CMN Céiulas mononucleares

D.E. Desviacién estindar

E.E. Error estandar

Fe Fraccion cristalizable

IeG Inmunoglobulina G

IL Interleucina

LMA M4 Leucemia mieloide aguda M4

LGC Leucemia granulocitica cronica

LLA Leucemia linfobldstica aguda

LNH Linforma No Hodgkin

CMH Complejo principal de histocompatibilidad

M.O. Médula dsea

PBS Solucién amortiguadora de fosfatos

PMN Polimorfonucleares

RT-PCR Reaccidn en cadena de la polimerasa mediante retrotranscripcion
IFN Interferén

SCF Factor de célula madre (Stem ¢eli factor)



INTRODUCCION

a) CELULAS NK

El descubrimiento de las células NK se llevé a cabo en ratones que tenian una deficiencia
genética, la cual era expresada como una falla en el desarrolle del pelo, asi como una falta
en el desarrolio de las funciones timicas, dichos ratones son Hamados “Nude”(desnudos).
En los ratones Nude jovenes, los compartimentos de células B y macréfagos son normales;
sin embargo, estos ratones deficientes en células T eran sustancialmente resistentes a las
infecciones virales y a las células tumorales (1). Posteriores investigaciones demostraron
que esta resistencia se debia a la existencia de una clase de células llamadas NK (2). Sin
embargo, & principio de los aflos 70’s, los investigadores estudiaron la respuesta inmune
mediada por células hacia tumores singénicos (propios) en humanos y en ratones, haciendo
un alarmante descubrimiento. Los linfocitos de pacientes que padecian ¢l tumor mostraron
en ocasiones modestos niveles de citotoxicidad hacia sus propias células tumorales in vitro
(3, 4). Como testigos los investigadores usaron linfocitos de individuos que no padecian
tumores. En muchos casos los linfocitos de los testigos mostraron tanto o més actividad
citotéxica hacia las células tumorales blanco que los linfocitos de los individuos que
padecian el tumor (2). Répidamente se establecié que los individuos sanos tenfan una
subpoblacién de Linfocitos, que sin ninguna sensibilizacién a_priori, podian reconocer,
atacar, y destruir un amplio rango de células tumorales. Estas células se llaman NK o
asesinas naturales. Las células NK se han encontrado principalmente en la circulacién
periférica y en el bazo, ademés estdn presentes en bajos niveles en los nodulos linfaticos y
en la médula ésea; y estén virtualmente ausentes en el timo. Ellas pertenecen a una subclase
de linfocitos llamados null, los cuales no muestran ninguno de los antigenos de células T o

células B, y pueden desarrollarse en ausencia del timo (5, 6).



Las células NK juegan un papel importante en los mecanismos de defensa inespecificos,
especialmente contra tumores y células infectadas por virus. Normalmente comprenden de
10 a 15 % del total de linfocitos de sangre periférica. Morfoldgicamente las células NK son
linfocitos grandes, tienen una alta relacién citoplasma / niicleo y discretos granulos
azuréfilos en el citoplasma. En el microscopio electrénico aparecen como células con
micleo indentado, cromatina condensada, y prominentes nucleolos (7). Estas células
mononucleadas expresan diferente fenotipo dependiendo de su ubicacidn anatémica (8);
entendiéndose como fenotipo la expresion observable de un genotipo (constitucién
genética) en forma de rasgos morfolégicos, bioquimicos o moleculares (9). En sangre
periférica se caracterizan por la expresion de los antigenos de superficie CD2/CD16/CD56
mientras que en médula 6sea (M.O.) el fenotipo es de CD56+CD3- (8). A diferencia de las
células T y B, no se sabe con certeza cual es el sitio donde estas células maduran y no se ha
demostrado que posean memoria inmunolégica (6).

E! nimero y actividad de las células NK humanas en sangre periférica son extremadamente
variables entre diferentes donadores y es probable que ocurra lo mismo en otros
compartimientos. Ademas, su nimero y funcién pueden alterarse en varias condiciones
fisio y patolégicas (7).

b) CELULAS NK Y CANCER

La relevancia de las células NK en pacientes con céncer surge a partir del estudio de la
citotoxicidad especifica mediada por los linfocitos humanoes (6).

Un papel de las células NK contra el tumor implica una habilidad de estas células para
interactuar con las células tumorales singénicas y destruirias. Tal habilidad fue demostrada
contra una linea de células singénicas transformadas. En este estudio las células NK fueron
parcialmente purificadas y/o activadas con IFN (interferén), demostrando que las células

tumorales aut6logas y alogénicas (no propias) eran sensibles a la citotoxicidad por NK (10},
3



Existen evidencias de estudios en pacientes con sindrome de Chediak- Higashi con una
deficiente funcién de células NK, pero relativamente una funcién normal de células Ty B
que han demostrado que estos pacientes son particularmente susceptibles a desérdenes
linfoproliferativos malignos, probablemente como resultado de su deficiencia en células
NK (11, 12).

Una actividad deficiente de NK ha sido encontrada en miembros de familias con aparente
predisposicién a melanomas u otros cénceres (13), Numerosos estudios retrospectivos han
documentado una funcién anormal de células NK en pacientes con una variedad de tumores
malignos (14, 15). Ademés se ha demostrado que en pacientes con céncer avanzado la
actividad de las células NK esta usualmente deprimide (14, 16); sin embargo esta depresién
parece ser secundaria a la invasién del tumor y parece ser debida a la interaccitn de las
células NK con las células tumorales (17).

Varios estudios apoyan la posibilidad de que las células NK jueguen un papel en la
resistencia del hospedero contra el crecimiento tumoral y metdstasis in vivo (18, 19). Haller
et al (18) observaron una correlacion entre el rechazo de un pequefio nimero de células de
linfoma sensibles a NK transplantadas y el nivel de actividad de NK en el rat6én receptor.
En este estudio se demostrd que los ratones con una baja actividad de NK tenfan una alta
incidencia de metdstasis del tumor, mientras que la metéstasis era marcadamente inhibida
en ratones cuya actividad de NK estaba activada por a administracién de agentes que
inducen interferén (20). Kasai et al (21) reportaron que la seleccién positiva de células NK,
pero no de otras poblaciones linfoides, inhibe el crecimiento del linfoma. Estos resultados
proveen evidencias definitivas de que las células efectoras activas en la prevencién de la
metéstasis de tumores hematégenos son las células NK (22).

Por otra parte, ante un proceso neopldsico se puede esperar que tas células NK lleven a

cabo su papel de células citotdxicas infiltrando o migrando al sitio de invasién tumoral, en
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cuyo caso la transformacién hematolégica maligna puede dar lugar a una respuesta del
sistema inmune favoreciendo la migracién de las células NK de sangre periférica hacia la
M.O.

La correlacién entre células NK intratumorales infiltradas y las caracteristicas clinico
patolégicas en pacientes con céncer ha sido estudiada por Ishigami (23), que observé que
los pacientes con alto nivel de infiltracién de NK tenfan baja metdstasis presentando un
mejor prondstico, que los pacientes con un bajo nivel de infiltracion de NK. Se ha sugerido
que los linfocitos en contacto con las células tumorales juegan un papel en la defensa
inmune. La respuesta inmune a células tumorales autélogas puede estar mediada
principalmente por células NK (23), y su actividad a veces refleja inmunocompetencia (24).
Mientras que el nimero de células NK gque contienen las células neopldsicas constituye un
pequefio porcentaje de los linfocitos infiltrados, ellas pueden ser suficientes para tener
efectos antitumorales locales, La proporcién de cura en los pacientes con un alto nivel de
infiltracion de NK fue significativamente mas alto que la proporcion de los pacientes con
un bajo nivel de infiltracidn de NK (25). La invasion linfética fue baja, y la dimensiones del
tumor fue pequefa en pacientes con un alto nivel de infiltracion de NK, ya que éstos
pueden tener efectos contra el tumor, como una eficiente vigilancia, y producir una
progresién controlada de la enfermedad, particularmente al inicio de !a misma. La
combinacion de infiltracién de céiulas NK y linfocitos incrementa el tiempo de vida
significativamente (25).

Se ha propuesto que las células NK juegan un papel importante en varias actividades, una
de ellas es la inmunovigilancia contra tumores, especialmente en leucemias (26, 27). En
pacieates con leucemia (LMA, LLA, LMC) y en pacientes con linfoma, los cuales fueron
comparados con controles se realizé un andlisis de la funcién de células efectoras

citotoxicas que median la muerte natural y la citotoxicidad celular dependiente de

5



anticuerpos (ADCC). En los individuos sanos se encontré un incremento lineal en la
actividad litica de las células mononucleares extraidas de sangre periférica a ciertos rangos
de relacién efector:blanco, mediante un ensayo de citotoxicidad con *'Cr. La actividad de
NK en los pacientes con leucemia demostrd que una proporcion de pacientes tenian un
reducido o nulo nivel de actividad citotéxica. En muchos de ellos esto parece ser debido a
la presencia de blastos circulantes que diluyen o reemplazan a las células efectoras
funcionales (28).

La regulacion de la actividad de las células NK en pacientes con tumores hematopoyéticos
es diferente de lo que se observa en pacientes con tumores sélidos. Los pacientes con
preleucemia o sindrome mielodispldsico tienen generalmente una reducida actividad de
células NK (29). El nimero de células NK identificable fenotipicamente es, sin embargo,
normal en muchos pacientes. La alteracién en el microambiente de la médula dsea en estos
pacientes es probablemente responsable de la deficiente produccién o diferenciacién de fas
células NK. Una depresién en la actividad de las células NK se observa en pacientes con
leucemia aguda o cronica. Pacientes con leucemia crénica mieloide y de células B a veces
presentan una proporcion significativa de células con el fenotipo CD3+, CD16+, en algunos
donadores sanos el antigeno CD16 es expresado en baja densidad en una proporcitn
insignificante de células T CD3+, y se considera un fenotipo comun de las células de
pacientes con linfocitosis de linfocitos granulares grandes, considerndose como una
expresion aberrante de antigenos por las células malignas (30).

Finalmente, se ha reportado una forma previamente no reconocida de leucemia aguda que
muestra caracteristicas mieloides y de células NK en las células de sangre periférica.
Mediante citometria de flujo se confirmé la coexpresion de los antigenos mieloides (CD33,
CD15), asf como det marcador CD56 asociado a células NK; mientras que un ensayo de

RT-PCR confirmé la presencia de la molécula CDS6 en los blastos leucémicos. Ademds, no
6



se encontraron rearreglos clénales del gen que codifica para el receptor de células T (TCR
@ P / v 8). Estos datos han sugerido que esta forma de leucemia aguda puede surgir de la
transformacién de un precursor celutar comin de los linajes de células mieloides y células
NK (31).

¢) MARCADORES DE SUPERFICIE DE CELULAS NK

La identificacion de las células NK, la definicién de su morfologis, caracteristicas
fenotipicas, as{ como la determinaci6n de funciones especificas ha permitido distinguir a

esta poblacién como una subclase diferente de células (7).

CELULAS | CELULAS T | MONOCITOS | NEUTROFILOS
NK % % v %
ANTIGENOS DE
SUPERFICIE
cD3 70-50 595 <5 p]
D3 0 95 0 0
ChE 3040 30-40 pr; <5
CDIIB 2090 To-15 >90 =90
CD16 ®0-90 <5 10-13 >95
CD36 >95 < pe] P
ATRIBUTOS
FUNCIONALES _
ADCC Si 3] 3] 3]
ACTIVIDAD NE S NO NO NO
FAGOCITOSIS NO NO SI 3]
MEMORIA NO S1 NO NO

CUADRO 1. Caracteristicas antigénicas de las células NK y otros efectores citoliticos (33).

La identificacion mediante anticuerpos se ha definido mediante la denominacién de
antigenos de diferenciacién (CD), los cuales son un conjunto de glucoproteinas que
aparecen paulatinamente sobre la membrana de las células a medida que avanza su

maduracién o cuando se activan algunas de sus funciones. El término CD ( designacién de



agrupamiento; cluster designation) provino del analisis computarizado de los anticuerpos
moneclonales, contra los antigenos leucocitarios humanos llevado a cabo por diferentes
laboratorios de todo el mundo, donde los anticuerpos menoclonales con caracteristicas de
especificidades similares se agruparon conjuntamente bajo un mismo nimero de CD. La
identificacién de los CD permite clasificar todas las células que derivan del tejido
hematopoyético, pero principalmente las células del sistema inmunitario, segun Ia etapa de
maduracién en la que se encuentren, el linaje al que pertenecen o la condicion fisiologica
como reposo Y/o activacién que tienen en un momento dado. La gran mayorfa de los
antigenos CID son receptores de membrana, pero en el laboratorio clinico su presencia tiene
el significado de “marcadores” que permiten identificar y clasificar las células que circulan
en sangre y en M.O, (32).

D16

Uno de los marcadores de superficie identificados en las ¢células NK desde su descripcion
fue ¢l receptor para la fraccién cristalizable (Fc) de [a IgG (Fcy R III), conocido
actualmente como CD16 (Leu 11). Es un polipéptido glicositado de 50 a 70 KDa expresado
por 80 a 90 % de las células NK (34, 35). Ademss se encuentra en todos los neutréfilos
(36), algunos eosindfilos y en monocitos activados (37, 38). La funcién del CD}16 es unirse
a la regién Fc de las IgG! e 1gG3 con baja afinidad, se ha reportado que no se une de
manera detectable a la 1gG2 o 1gG4 (36). Es de interés mencionar que el CD16 presente en
los granulocitos es bioquimica y serolégicamente distinto al que se encuentra en las células
NK. El CD16 se encuentra unido a la membrana de los neutrdfilos via glican
fosfatidilinositol, mientras que el CD16 de las células NK es una proteina transmembranal
(39). E! gran dominio citoplésmico del CD)16 en las células NK hace pensar que puede
participar en la activacién durante el ADCC (40). La activacidn de las células NK g través

del CD16 resulta en la expresién y secrecion de citocinas tales como IFN-y, FEC-
8




granulocitos y monocitos, y TNF-a (41, 42, 43). Tal activacién puede involucrar la cadena
¢, un homodimero de 32 Kd implicado en la activacion a través de la asociacién con el
CD16 en las célutas NK lo cual resulta en una tirosinfosforilacién de la cadena €. La union
del CD16 en la superficie de las células NK induce una rapida elevacidn del calcio libre en
¢l citosol, asf como la produccidn de trifosfato de inositol, ambos importantes mensajeros
bioquimicos durante la activacién (44). El CD16 parece estar inicamente invotucrado en
las células NK con el fenémeno de ADCC, debido a que el bloqueo del CDi6 con
complejos inmunes elimina esta actividad citolitica (35).

Las células NK pueden funcionar como células presentadoras de antigenos, reemplazando a
fos monocitos como células accesorias en [a induccidn de {a proliferacion de fas célufas T
especificas para el antigeno. Dicho antigeno tiene que estar acomplejado con anticuerpos
especificos. Este efecto esta mediado por sus FeyRs de superficie, los cuales son
responsables de aumentar la proliferacion de las células T cuando los antigenos se
adicionan como complejos inmunes (35).

CD56

El antigeno CD56 es una isoforma de la molécula de adhesion celular neural (NCAM) tiene
un peso de 140 kDa. El CD56 es expresado en una subpoblacién de tinfocitos granulares
grandes de sangre periférica y en todas las células con actividad de NK. Parece que el
antigeno CD56 por si mismo no participa directamente en la actividad citolitica de las
células NK, mientras que un estudio sugiere que el CD56 puede mediar la adhesion de las
células NK a las células tumorales (45).

También se ha sugerido que la expresion de CD56 es importante en la apropiada activacién
de las células NK, asi como en la maduracion de las células T citotéxicas, donde es
necesario un contacto directo con las células NK, por lo cual la expresion de CD56 puede

ser importanie para este reconocimiento (46).



NKR-P1

Fl antigeno NKR-P1 es una glicoproteina de membrana tipo 11l de la superfamilia de las
lectinas tipo C que es expresada como dimeros unidos a disulfuro en la superficie de
muchas células NK y subclases de células T (47, 48, 49, 50). Los anticuerpos contra el
NKR-P1 estimulan el cambio de fosfoinositidos (51) y la generacién de 4cido araquidénico
(52), induciendo una liberacién de calcio intracelular (51), ¢ impulsando la citotoxicidad
mediada por las células NK, asf como la produccion de citocinas (53, 54).

Se ha demostrado que la pérdida en la expresién de NKR-P1 en una linea de células NK
correlaciona con ung incapacidad para matar ciertas lineas de células tumorales. Al llevarse
a cabo la transfeccién de NKR-P1 con DNAc en las células NK se restaurd la citotoxicidad
contra estas células tumorales, lo que sugiere un papel det NKR-P1 en ¢l reconocimiento de
la célula blanco (55).

Ef ligando del receptor de NKR-P! es el CD!. El CD1 es una familia de glicoproteinas de
superficie, cuyos genes no se encuentran en el complejo mayor de histocompatibilidad. Por
consiguiente son proteinas completamente distintas a los antigenos de histocompatibilidad
Clase 1 o II, y a pesar de su falta de polimorfismo, participan en la presentacién de
antigenos a linfocitos T y células NK (56).

En el humano existen cuatro proteinas CD1 que han sido clasificadas en dos grupos, segin
su estructura y distribucién en los tejidos. CDIA, CDIB y CD1C estén en el primer grupo,
y se expresan sbundantemente en la membrana de las células presentadoras de antigenos,
como las células dendriticas interdigitantes de Langerhans o los monocitos activados;
mientras que CD1D cae en el segundo grupo y sélo se encuentra expresado en la membrana
de las células epiteliales del intestino. La habilidad para presentar antigenos glicolipidos
claramente distingue a las moléculas CD1 como otro grupo de moléculas presentadoras de

antigenos. Estudios estructurales han demostrado que ¢l CD1 tiene una cavidad hidrofobica
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que puede acomodar las cadenas acil de los antigenos lipidicos (57). La unién de ciertos
determinantes antigénicos a CD1 se lleva a cabo en las vesiculas del reticulo endoplésmico,
lo mismo que sucede con la unién de otros oligopéptidos a las moléculas de
histocorpatibilidad clase 1. Sin embargo existen algunas diferencias; en primer lugar, es
distinta la naturaleza quimica de los determinantes, ya que CD! ha sido asociado a la
presentacion de antigenos que no son péptidos sino lipidos y glicolipidos. Por su parte la
unién de CD1 a gsos determinantes es independiente de las moléculas transportadoras de
antipenos TAP-1 y TAP.2 que llevan los oligopéptidos hasta las moléculas de
histocompatibilidad clase I (56). En la via de presentacion del CD1B, el receptor de manosa
es responsable de captar y liberar los antigenos lipidicos y de transportarios al endosoma
(58).

CD9% / NKG2

Se ha demostrade que las células NK humanas expresan varios receptores que pueden
reconocer ciertos alotipos del HLA-A, -B, -C (59). De esta manera la funcién de las células
NK parece estar regulada por un balance entre receptores de sefial positiva que activan, y
receptores inhibidores que suprimen la activacién celular. Las células NK humanas
expresan varios receptores que pueden reconocer especificamente alotipos del CMH de
clase 1. Entre ellos se encuentra el receptor CD94/NK.G2 expresado en células NK humanas
y en una subclase de células T (60, 61, 62), son miembros de la superfamilias de las lectinas
de tipo C y han sido implicadas en el reconocimiento del polimorfismo de las moléculas
HLA de clase 1. Los receptores CD94/NKG2 son heterodimeros unidos a disulfuro,
compuestos de una subunidad comun invariante, CD94, que estd unida a distintas
glicoproteinas codificadas por un gen de la familia de NKG2 (63). Mientras que el CD94

es un solo gen que ha sido implicado en el reconocimiento de ciertos alotipos de HLA - A,
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-B, -C (64, 65), puede ademds traducir tanto sefiales positivas como negativas para la
citotoxicidad de NK (66, 67, 68).

En cuanto a la familia del NKG2 comprende cuatro genes, designados NKG2A/B, NKG2C,
NKG2E y NKG2D/F (69). El dominio extracelular y citoplésmico de NKG2A, NKG2C y
NKG2E son estructuralmente diferentes, sugiriendo diferencias en el reconocimiento y
sefiales de transduccién. E1 CD94 carece de un dominio citoplasmico, de esta manera no
tienen la capacidad de transducir sefiales. Parece que la glicoproteina NKG2 es incapaz de
ser expresada en la membrana celular a menos que se una a la glicoproteina CD94 (63). De
esta manera el CD94 puede funcionar primariamente como un chaperdén para permitir ¢l
transporte del receptor NKG2 a la supetficie celular (64). La fraccién NKG2A/B posee dos
inmunorreceptores ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif} en su dominio
citoplasmico el cual puede ser responsable de la funcion inhibitoria de este receptor,
mientras que otras proteinas NKG2 carecen de ITIMs y pueden potencialmente transmitir
sefiales positivas (63).

CcD2

E! CD2 es una glicoproteina de membrana de 50 kDa de la superfamilia de las Ig expresada
en células T y NK. Anticuerpos monoclonales contra epitopos particulares en CD2 activan
la citotoxicidad mediads por las células NK (70). Los eventos biologicos que acompafian a
la activacién del CD2 son similares a los iniciados por la unién det CD16. En particular, la
estimulacion del CD2 en las células NK resulta en la activacién de cinasas de 1a familia src
y en la generacion de trifosfato de inositol. Sin embargo, hay evidencias de que la
activacion mediante el CD2 involucra la fosforilacion de & (64). El ligando del CD2 es otra
glicoproteina de membrana, el CDS8 (LFA-3) (71). Se ha sugerido que el CD2 puede servir
como un receptor coestimulador que aumenta, pero no inicia, la primera activacion de las

células NK (64).
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En el andlisis de otros marcadores de superficie de las células NK se han empleado
combinaciones de antigenos, principalmente de células T y mieloide, pero en ocasiones
estos marcadores de superficie no estdn presentes en todas las células NK, lo que ha
sugerido alguna heterogeneidad dentro de la poblacién total. Las células NK humanas
carecen de los marcadores de superficie caracteristicos de las células B; tampoco expresan
los antigenos CD3 y CD3 que estén presentes en todos los linfocitos T (45).

d) ONTOGENIA

Respecto al linaje de las células NK, se ha sugerido una procedencia mieloide debido a su
morfologia, la presencia de varias enzimas caracteristicas de polimotfonucleares (PMN) y
monocitos, como son la hidrolasas, 4cido fosfatasas, P-glucoronidasa, asi como la
expresion de marcadores de superficie presentes en PMN como el CDI16. Por otro lado, la
expresion de antigenos expresados en células T(CD2) y la habilidad de tas células NK para
proliferar en presencia de IL-2 e IL-12 concuerda con un linaje de células T (72).

Se sabe que los precursores de células NK residen en la M.O. sin embargo ¢! desarrollo
hacia células maduras no se conoce con exactitud (73, 74). Recientemente se ha
demostrado que las células NK se desarrollan & partir de una poblacion de células CD34+
CD33+ CD56-, lo cual indica una estrecha relacién con el linaje mieloide al ser positivas en
su expresion de CD33 (75). Las observaciones més recientes han propuesto que los
progenitores de las células NK tienen el fenotipo CD34+ CD33+ CD7+ CD2+/- CD16-
CD56-, mientras que las ¢élulas NK maduras exhiben los marcadores CD34- CD33- CD7+
CD2+/- CD16+ CD56+ (76). El CD16 es expresado en la mayorfa de las células de sangre
periférica que han completado su proceso de maduracién y si bien esta presente en
neutrofilos as{ como en una pequefia subpoblacion de célutas T y en algunos macréfagos

activados, sigue aceptindose como un marcador importante de células NK maduras (77).
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Se ha reconocido que 1z IL-2 es la principal citocina necesaria para la diferenciacién de los
progenitores de células NK jn _vitro, sugiriendo de esta manera que los progenitores de
células NK tienen un receptor para IL-2, sin embargo la presencia de células NK en ratones
deficientes de IL-2 también indica que otras citocinas pueden panicipar en su
diferenciacion. Recientemente la IL-15 producida por las células estromales ha demostrado
su capacidad para unirse a los receptores y y P de la IL-2, y de esta manera traducir sefiales

en las células NK, Hevando a su diferenciacidn a partir de las células CD34+ (77),

CD34+ Cétula progenitora Progenitor de NK que reponde
Hematopoyética a [L-2
-2 .
CD34+ CD34- CD34-
CP33- CD33- CD33-
cD3- CcD3. CD3-
CDl6- CD16- CD16+/-
CD36- CD56- CD56+
RIL-2+ RIL-2+

Figura 2. Esquema que muestra las primeras vias de diferenciacion de las células NK a
partir de células progenitoras hemutopoyéticas CD34+.

Este modelo para fa diferenciecién de células NK se basa en que la céiula progeniiora
hematopoyética con ¢l fenotipo de CD34+CD33- se diferencia hacia CD344CD33+ en
presencia de IL-3. En esta primera fase es requerido el SCF ( “Stem cell factor” factor de
célula madre), la cual es una citocina producida por tas células estromales que se une al
receptor de membrana conocido como c-kit en la célula progenitora hematopoyética ¥ que
€3 requerido para que los progenitores de células NK se vuelvan sensibles a la IL-2.
Posteriormente las células sensibles a IL-2 dejan de expresar ¢l CD34 y CD33 pars
diferenciarse hacia células NK (75).

Las células NK son linfocitos granulares grandes que derivan de M.O. y poseen el fenotipo
CD2+CD16+CD56+, carecen dol CD3 y del TCR, cargcteristico de linfocitos T.
Numerosos estudios han demostrado que las células NK CD3-CD56+ humanas pueden ser
obtenidas de células progenitoras hematopoyéticas CD34+ derivadas de M.Q. cultivadas en
presencia de IL-2. La falla para detectar 1a presencia de [L-2 dentre del estroma de M.O. y
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la presencia de células NK en ratones deficientes de IL-2 sugiere que otras citocinas pueden
participar en la diferenciacién de las células NK a partir de la célula madre hematopoyética
in vivo. La [L-15 es una citocina que carece de una secuencia homologa con la IL-2 pero
puede activar a las células via receptor de IL-2. Se ha demostrado que las células
estromales de M.O. expresan constitutivamente la transcripeion de IL-15 y que ademés son
capaces de secretar la proteina. Finalmente se ha encontraron una subclase de células NK
de sangre periférica que parece ser la menos diferenciada de las células NK debido & que
mantienen un alto potencial proliferativo y carecen del CD16 o lo expresan en baja
densidad. Las més abundantes células NK de sangre periférica expresan el fenotipo
CD2+CD16+CD56*®" y presentan baja capacidad de proliferacién. De esta manera parece
que ia menor subclase de células NK con el fenotipo CD2+CD16-CD56™ ™™ esta en una
fase intermedia de diferenciacién entre la poblacién detivada de M.O. con fenotipo
CD56™"*™ y 15 més abundante poblacién de NK con fenotipo CD2+CD16+CD56™"". La
ausencia de la expresién del antigeno de superficie CD2 en las células NK derivadas de
M.O., han sugerido que adicionales factores son requeridos para la expresién de CD2 en las
células NK. La presencia de una subclase de células NK con el fenotipo CD2+ CD16-
CD56+ en sangre periférica sugiere que la adquisicion del CD16 puede surgir en la
circulacion periférica en subsecuentes pasos de 1a maduracion de las células NK (77).

¢) CITOTOXICIDAP POR NK

A) APOPTOSIS

Se sabe que las células NK, al reconocer a la célula blanco, liberan seflales de muerte tanto
por insercién de poliperforinas (PFN) y por impulsar una cascada de eventos suicidas a
través de serinproteasas, conocidas como granzimas (78). Dentro de estas granzimas, la
granzima B (GrB) ha demostrado ser crucial para una ripida induccién de apoptosis. En la

membrana de la célula blanco se encuentran sitios de unién especificos para la GrB que la
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llevan &l interior de la célula, parece de esta manere que la PFN también es integrada a la
célula blanco, lo cual es necesario pars transportar las vesiculas unidas a la GrB al citosol,
donde las proteasa inician el programa de muerte. La funcién de la GrB es especificamente
segmentar uniones peptidicas después de los residuos de Asp en las caspasas para formar
enzimas activas (79). Las caspasas son las proteinas encargadas de ejecutar la fase de
apoptosis. Después de liberarse al citosol por las PNF, es posible que la GrB
preferentemente active a la caspasa 10, la cual madura la caspasa 3. La caspasa 3 actia

como un punto de convergencia para multiples vias de induccién, después inicia el

procesamiento de 1z caspasa 7 y otras caspasas (79).

B) CITOTOXICIDAD DEPENDIENTE DE ANTICUERPOS (ADCC)

Las células NK han sido relacionadas con la muerte de la célula blanco a través del
mecanismo de ADCC, particularmente porque las células NK tienen una gran cantidad de
receptores FcyR sobre su membrana (80). Sin embargo también tos macréfagos activados y
los leucocitos PMN pueden utilizar el mismo mecanismo de ADCC para destruir células
blanco (81). Estos receptores facilitan la fagocitosis del microorganismo que tienen
anticuerpos lg(G unidos a sus antigenos de superficie. La especificidad relativa del ADCC
la dan los anticuerpos lgG que reconocen antigenos en la membrana de la célula blanco,
mientras que la célula citotéxica solo reconoce, inespecificamente, la porcion distal Fe de la
IgG que puede estar sobre la membrana de cualquier célula. Las perforinas parecen ser las
principales moléculas inductoras de la muerte celular ya sea por apoptosis o por perforacién
en la membrana, por lo cual en este mecanismo se ven involucradas las GrB y las caspasas

antes mencionadas (32).
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C) LA PROTEINA FAS Y EL FACTOR MUERTE O FASL

El Fas {CD95, Apo-1) y FasL (CD95L) son un sistema apoptotice bien establecido tanto en
la regulacién del desarrollo del sistema inmune, como en la respuesta inmune. En las
células hematopoyéticas, el Fas es expresado en monocitos/macréfagos. gran‘ulbcitos,
linfocitos T y B, células NK y progenitores hematopoyéticos. El FasL, molécula efectora,
es expresada por células hematopoyéticas, células T y B, granulocitos, macrofagos y
células NK (82-85). Ambas moléculas son protelnas transmembranales de 1a familia del
factor de necrosis tumoral, La ocupacién del Fas por el FasL impulsa una cascada de
eventos subcelulares que resultan en el programa de muerte celular llamado apoptosis.

f) CELULAS NK Y CITOCINAS

Varios estudios en el humano han demostrado que las células blanco infectadas por virus o
tumorales son preferentemente lisadas por las células NK y que factores solubles aumentan
ta actividad de dichas céulas. Durante un proceso neoplésico las células NK se unen a las
células tumorales y producen [FN-y ademds responden a la [L-2 e IL-12 produciendo méds
INF-y. El IFN aumenta eficientemente la actividad citotxica de las células NK.

Los tres tipos de IFN humano conocido son: de fibroblastos (B), de leucocitos tipo [ () y el
de leucocitos tipo 11 o inmune (y), éste dltimo ha demostrado ser ¢! més efectivo. El
incremento en la actividad de las células NK debido al IFN es muy répido y requiere una
sintesis de novo de proteinas pero no de proliferacién celular, lo que lleva a una falta de

memoria inmunolégica {7).
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Figura 4. Esquema del circuito de inmunidad celuler. El macrofago produce IL-12 al
fagocitar al antigeno, la I[~12 va a funcionar como unidn de los mecanismos de defensa
inespecificos con la inmunidad celular, primero actuando sobre las células NK aumentando
su actividad, luego la célula NK libera IFN-y, el cual activa a los macréfagos y favorece
que una célula Tho (linfocito T cooperador) se diferencie a Thl, el cual producird IFN-y
para activar al macréfago, credndose de esta manerg un circyito de inmunidad celular (2).

Parece que la produccién de INF-y tiene una funcién importante sobre las células NK
durante la respuesta inmune temprana hacia células infectadas (2, 6). Como es sebido las
células NK existen como células citotoxicas preactivadas capaces de realizar sus funciones
efectoras sin 1a necesidad de una activacion g priori o sensibilizacién. Estas caracteristicas
las hacen un componente muy importante en la inmunidad innata. Sin embargo la
inmunidad innata, opera con una limitada especificidad y eficiencia y es generalmente
seguida por una inmunidad adaptativa, la cual es mediada por una seleccion clonal y
expansion de linfocitos especificos para el antigeno. De esta manera durante una respuesta
celular citotoxica, Ia citotoxicidad mediada por las células NK completada y
reemplazada por ofra forme de citotoxicidad medida por los linfocitos T. En un hospedero
inmunocompetente nonmal, 1a elevada y prolongada respuesta de las células NK puede
llevar al desarrollo de una reaccién autoinmune, necesitando un mecanismo para limitar la

actividad de NX. La existencia de un balance dindmico entre el sistema de células NK y

linfocitos T CD8 es esencial. Por lo que se ha demostrado que las células NK son
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requeridas para la induccién de linfocitos T citotéxicos. La IL-12 es producida primero en
la respuesta al agente tumoral y esta a su vez induce la produccién de INF-y primero por las
células NK y después por los linfocitos T citotéxicos. Esta primera respuesta es importante
para la activacion del sistema de células fagociticas como una primera linea de defensa,
pero la 1L-12 producida al inicio, es requerida para una 6ptima generacién de células T
CD4 vy de linfocitos T citotoxicos. La IL-12 es ademés un factor coestimulador para la
diferenciacion de las células Thl y es requerida para una proliferacién y produccion de
INF-y 6ptima en respuesta al antigeno (86).

g) NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

MEDULA OSEA

La médula 6sea, es un tejido blando, que ocupa las cavidades de los huesos, enconirindose
en dos formas, roja y amarilla, ocupa un 2 a 5 por ciento del peso en los adultos. La médula
roja produce todas las células sanguineas del cuerpo - gl6bulos rojos, glébulos blancos, y
plaquetas & partir de un solo tipo de célula, llamada célula madre hematopoyética.
Estimulada por hormonas y factores de crecimiento, estd célula madre se divide para
producir células inmaduras, células sangufneas progenitoras que rdpidamente sufren una
serie de divisiones celulares produciendo glébulos rojos o glébulos blancos. En un estado
apropiado de desarrollo, las células nuevas se abren paso a través de las paredes de los
capilares. Por el cual las células salen de la médula y entran al sistema circulatorio del
organismo. Mientras que las células madre son relativamente escasas — cerca de 1 en
10,000 células de la médula - ellas tipicamente producen los precursores de
aproximadamente 2 millones de glébulos rojos por segundo y 2 X 10 12 plaquetas por dia

(87).
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INF-y ptima en respuesta al antigeno {86),

g) NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

MEDULA OSEA

La médula 6sea, es un tejido blando, que ocupa las cavidades de los huesos, encontrdndose
en dos formas, roja y amarilla, ocupa un 2 a 5 por ciento del peso en los adultos. La médula
roja produce todas las células sanguineas del cuerpo - glébulos rojos, gldbulos blancos, y
plaguetas a partir de un solo tipo de célula, llamada célula madre hematopoyética.
Estimulada por hormonas y factores de crecimiento, estd célula madre se divide para
producir células inmaduras, células sanguineas progenitoras que rdpidamente sufren una
serie de divisiones celulares produciendo glébulos rojos o glébulos blancos. En un estado
apropiado de desarrollo, las células nuevas se abren paso a través de las paredes de los
capilares. Por e} cual las células salen de la médula y entran al sistema circulatorio del
organismo. Mientras que las células madre son relativamente escasas — cerca de 1 en
10,000 células de ia médula - ellas tipicamente producen los precursores de
aproximadamente 2 millones de glébulos rojos por segundo y 2 X 10 12 plaquetas por dia

(87).
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ENFERMEDADES DE LA MEDULA OSEA

Las enfermedades de la médula ésea pueden amenazar la vida debido a que interrumpen la

produccién de células sanguineas. Una de esas enfermedades de M.O. es la leucemia.

Acorde con la sociedad americana de céncer, la leucemia es la sexta causa de muerte por

céncer entre hombres y la séptima causa de muerte entre las mujeres {87).

Cuadro 3. Incidencia de cénecr- Estados Unidos en el afio de 1999.

Lo g

e b Tt T e L b e o,

" Nusvos cosos - Minertes
Sitio . henu : tul M ol roui?i
Melanoma de piel V éa.ooo 44,200 2,700 4,600 7,300
W’Wﬁ"ﬁ" 0 105900 187000 80300 94500 164200 -
(Mama 175,000 1,300 178,300 43,300 400 43,700
Colon, moymeels , - 83000 {32700 20100 20000 57,400
Vejiga y rifiones 28,100 §8,400 88,500 8,900 15,800 24,500
Leucomis 13400 (18800 30200 0700 12400 2100
Unfoma 27600 36400 64,000 12800 14100 27000 :
Overio A - W0 14500 - S0
| tnero 400 8,400 - sam

Las leucemias son cénceres que afectan la médula sea [ asf como otros tejidos). Una célula

tronco puede volverse cancerosa en cualquier estado durante la serie de divisiones que

producen glébulos blancos o glébulos rojos. Si una célula progenitora se vuelve cancerosa

al iniciar una serie de divisiones celulares, la leucemia es conocida como aguda. La

leucemia crénica resulta cuando células en un estado tardio de division se vuelven maligna.

Todo el tiempo, la médula se vuelve un conglomerado de células cancerosas, todas ellas

descendientes de una primera célula anormal. Las células pueden ademds acumularse en los
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nédulos linfiticos del paciente, bazo, y en otros sitios. En el momento del diagnéstico,
cerca de un trillén de células leucémicas pueden estar presentes en ¢l cuerpo.

La masa de células leucémicas en la médula suprime la produccién de células sanguineas
sanas, surgiendo as{ los sintomas tipicos de la leucemia, piel palida, fatiga, falta de aliento
lo que significa signos de anemia, una disminucién en la cantidad de glébulos rojos en la
sangre. Hemorragias nasales, encias sangrantes, una tendencia a herirse ficilmente, y leves
hemorragias en la piel en forma de puntos reflejan la disminucién en la concentracidn de
plaquetas en la sangre. Una carencia en la funcién de glébulos blancos hace a los pacientes
con leucemia propensos a las infecciones (87).

TIPOS DE LEUCEMIA

Las leucemias se clasifican por dos caracteristicas principales: el linaje de células
sanguineas que se volvié canceroso, y la velocidad a la que la enfermedad progresa.
Ademés se dividen en mieloide si las células malignas tienen descendientes de los
progenitores de glébulos rojos, granulocitos, macrdfages, o plaquetas. Si las células
leucémicas tienen descendientes de las células precursoras linfoides, la leucemia es referida
como linfocftica (88).

Las leucemias mielocitica o linfocitica pueden ser agudas o erénicas, el término se refiere a
la probabilidad de vida del paciente si la enfermedad contintia sin tratarse. La leucemia
aguda se desarrolla rdpidamente, y sin un pronto tratamiento, 1a supresion en la produccién
de células sanguineas normales es tan severa que la muerte ocurre en semanas. En la
leucemia cronica los pacientes pueden sobrevivir por varios afios sin tratamiento debido a
que los efectos de las células leucémicas en la estructura y funcién det desarrolio de la

médula son mas lentos y menos severos (88).
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CAUSAS

Una exposicién a radiaciones intensas o moderada por largos perfodos incrementa el riesgo
de leucemia. La exposicién a ciertos quimicos como el benceno puede también causar
leucemia. La quimioterapia empleada en el tratamiento de céncer incrementan el rieégo de
desarroflar leucemia mielocitica aguda. Los factores genéticos pueden ademds contribuir al
desarrollo de la leucemia, algunas condiciones inherentes tales como el sindrome de Down,
incrementan el riesgo en la persona para desarrollar leucemia (88).

DIAGNOSTICO

Las biopsias de médula dsea y las pruebas sanguineas son las técnicas primarias usadas
para el diagnéstico de Ia leucemia. La muestra de méduta es examinada con un microscopio
para observar la presencia de células leucémicas. Las pruebas de sangre monitorean el
conteo de células sanguineas - el nimero de células de diferentes tipos en la sangre - puede
ademis revelar anormalidades caracteristicas de varios tipos de formas de leucemia.
Algunas veces pruebas adicionales, tales como marcaje de las células con varias tinciones
quimicas para ayudar a examinar su apariencia, andlisis de moléculas en la superficie de las
célules y el anslisis del material genético celular, se realizan en las células leucémicas
colectadas de la médula o sangre. Estas prucbas ayudan a determinar la subcategoria de la
leucemia, lo cual, puede afectar el prondstico del paciente y enfocar el tratamiento (88).

A) MARCADORES INMUNOLOGICOS: la identificacién de las células a través de sus
caracteristicas antigénicas, ha permitido en el estudio de las células hematopoyéticas: a)
reconocer esfirpes o células que dificilmente pueden clasificarse mediante métodos
morfolégicos y citoquimicos convencionales; b) establecer subgrupos inmunolégicos en
poblaciones celulares normales y en su contraparte leucémica, y ¢) definir poblaciones
celulares con propiedades biologicas especificas. La seleccién apropiada de un grupo de

anticuerpos monoclonales (AcMo) permite establecer el origen de ia mayoria de las
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leucemias, siendo de gran ayuda en aquellos casos en que los datos morfolégicos y
citoquimicos no son concluyentes (88).

Cuadro 4. Clasificacién inmunolégica simplificada de las leucemias agudas.

Propésito LLAB LLAT LMA
Definicion de linea {CD79%/CDI19 |CD3c/CD7 | CD13,CD33
Maduracion CD34 Cb34 CD34/CD15/HLA DR

LLA B = leucemia linfobldstica agude B; LLA T = leucemia linfobléstica aguda T, LMA = leucemia
mieloblastica aguda; CD = designacion de grupo (cluster designation).
Muestra la manera simplificada de realizar la asignacién del fenotipo de las leucemias
agudas de acuerdo con la expresion de los antigenos.
B) CITOGENETICA: Fn muchos casos de leucemia se encueniran alleraciones
cromosémicas, en la LMA ocurren en més de 50% de los enfermos. Se han encontrado
algunas correlaciones entre las anomalias cromosémicas y el tipo de leucemia aguda. De las

alteraciones tnicas en LMA, LLA y LGC, pueden sefialarse las del siguiente cuadro,

Cuadro 5. Alteraciones cromosémicas y genes guiméricos en las leucemias.

Tipo de leucemia Alteracidn cromosdmica Gen quimérico

LMA-MO (mielobléstica con Inv (3¢26) v t(3,3) EVIH

minima diferenciacion)

LMA~M2 (mielobl4stica con t(8:21) (q22.1; q22.3) AML1/ETO

maduracién)

LMA-M3 (promielocitica) t(15;17) (g22:q11.2) PML / RAR - alfa

LMA-M4 (miclomonoblastica) | t (4:11) (q21:q23) EVII, MLL

LMA-MS3 (monocitica) 1(8;16) MLL, MOZ-CBP

LLA, LGC t(9q+; 229-) (q34.1; q11.2) BCR/ABL
cromosoma Filadelfia

PML/RAR-alfa = leucemia promielocitica / icido retinoico receptor aifa; AMLI1 / ETO = leucemia mieloide
aguda /ocho veintiuno; BCR/ABL = (breakpoint cluster region / Abelson), MLL = mezcla de linajes
leucémicos. Se han encontrado correlaciones entre las anomalias cromosémicas y el tipo de
leucemia, las alteraciones méds comimmente encontradas son las mostradas en ¢l cuadro.

La presencia de cualquiera de estas alteraciones genéticas en la leucemia aguda mieloide se
asocia con mayor posibilidad de lograr la remisién y con supervivencia més prolongada

(87, 88, 89).
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Pruebas tales como rayos X y examen de! fluido espinal para las células leucémicas pueden
ayudar a determinar que tan lejos se ha diseminado la enfermedad (88).

TRATAMIENTO

El tratamiento de la leucemia depende del tipo y de la extensién de la enfermedad y se
disefia para cada paciente. En general, la quimioterapia es el apoyo principal del
tratamiento tanto para las leucemias agudas como crénicas. Algunas veces la radiacién se
usa para disminuir la cantidad de células leucémicas que se acumulan en varias partes del
cuerpo, tales como el revestimiento del cerebro y el cordén espinal en la leucemia
linfocitica aguda, o dentro de los nédulos linfiticos en la leucemia linfocitica crénica.
Particularmente en pacientes jévenes, si la quimioterapia sola no tiene éxito o si el paciente
recae después de la quimioterapia, la (iltima opcién seria un transplante de células madre
(88).

LINFOMA

El linfoma es un grupo de cénceres que surgen en el sistema linfitico. Existen varios tipos
de linfoma dependiendo del tipo de célula que se vuelve cancerosa (88). Su frecuencia es
elevada en la primera década de la vida, representando el 7.4% de todos los canceres,
disminuyendo progresivamente hasta llegar a ser de 3.7% en el grupo de 25 a 29 afios, para
posteriormente incrementar su frecuencia, alcanzando un pico méximo en el grupo de 60 a
64 afios (9.9%); por otro lado, los linfomas ocupan el tercer lugar como causa de muerte.
CAUSAS

El sistema linfético consiste de glébulos blancos conocidos como linfocitos T y B, vasos
finféticos que representan tubos delgados que forman una red en el cuerpo a lo largo de los
vasos sanguineos; y cientos de nédulos linfaticos, que se encuentran cn el torax, abdomen,
cuello, ingle y debajo de los brazos. El linfoma ocurre cuando por razones desconocidas un

linfocito T o B se vuelve canceroso y comienza a crecer de una manera descontrolada, sus
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descendientes se dispersan por todo el cuerpo invadiendo tejidos normales e interfieren con
las funciones de los linfocitos sanos. Un tipo de linfoma de células B es el linfoma de
Burkitt, el cual normalmente se dispersa a 4reas fuera del sistema linfético, tales como
M.O., sangre y sistema nervioso central. El sintoma mds comiin del linfoma es un
crecimiento ganglionar mayor a un centimetro, con una consistencia dura, que no se asocia
a una infeccién aparente y que persiste por cuatro a seis semanas.

La gente tienc un riesgo incrementado de desarrollar linfoma si su sistema inmune esta
comprometido debido, por ejemplo, a una condicién genética, a la infeccién con VIH o
como resultado de tomar farmacos inmunosupresores para prevenit el rechazo de un érgano
transplantado. Los factores industriales que potencialmente pueden asociarse con el
desarrollo de linfoma no Hodgkin son : arsénico, clorofenoles, solventes orgénicos, plomo,
cloruro de vinilo y asbestos (88).

DIAGNOSTICO

Para llevar a cabo el diagnéstico se realiza una biopsia, ya sea del ganglio linfético o del
tejido afectado. La determinacién del inmunofenotipo también es recomendable hacerla.
Una vez establecido el diagnostico, el siguiente paso es determinar la extension de la
enfermedad, para ello se incluyen estudios de laboratorio e imagen, como son citometria
hemitica, quimica sanguinea, pruebas de funcién hepitica y radiografias de torax. Otro
estudio que debe realizarse inicialmente , es una biopsia de hueso, ya que la infiltracién a la
médula dsea es muy frecuente (88).

TRATAMIENTO

£! tratarniento es disefiado para cada paciente ya que depende del tipo de linfoma, que tan
répido esta creciendo y que tanto se ha diseminado, los linfomas que derivan de las células
T son mas dificiles de tratar que los linfomas de las células B, y los pacientes mayores de

60 afios se curan en menor proporcién que los pacientes jovenes. El linfoma puede
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facilmente dispersarse a través del cuerpo, sin embargo en pacientes cuya enfermedad
parece estar confinada a uno o pocos nédulos linféticos, pueden tener células cancerosas en
otra parte del cuerpo las cuales no son lo suficientemente evidentes para ser detectadas por
las pruebas empleadas. Por estd razén, el tratamiento de eleccién es usualmente
quimioterapia. La radioterapia es & veces dada después del curso de la quimioterapia para

ayudar a prevenir la recaida (88).
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JUSTIFICACION

Las leucemias y linfomas se caracterizan por la presencia de células neopldsicas, en el caso
de leucemia estas se encuentran en M.O. y en linfoma se encuentran en ganglio linfatico,
sin embargo, la infiltracion de células cancerosas a M.O. es muy frecuente, ya que en el
80% de los casos se encuentran diseminadas al momento del diagnéstico.

Se sabe que las células NK juegan un papel importante durante los procesos neoplésicos, ya
que han sido definidas funcionalmente por su habilidad para lisar células tumorales
mediante mecanismos de citotoxicidad.

Actualmente se carece de estudios sobre a presencia y fenotipo de las células NK en M.O.
de pacientes con neoplasias hematoldgicas. Al detectar esta células en un proceso
neoplasico que involucra M.O, haria importante identificar si estas células pertenecen a este
compartimiento o si provienen de sangre periférica; lo cual es determinado mediante los
antigenos CD56 y CD16; cuya expresion diferencial es indicativa del estado de madurez de
estas células.

Por otra parte se han identificado alteraciones en su proceso de ontogenia presentindose un
tipo de leucemia de células NK que ha demostrado tener anormalidades cromosomales.
Esto daria indicios de que las ¢élulas NK encontradas en un proceso neopldsico podrian
también ser neopldsicas.

Por lo anterior en este trabajo se propuso determinar la presencia de células con fenotipo
NK en M.O. de pacientes con neoplasias hematologicas, y mediante 1a identificacién de su

inmunofenotipo determinar su origen,
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HIPOTESIS

En las neoplasias hematolégicas el nimero de células NK en M.Q. puede incrementarse
debido a anormalidades en los mecanismos que rigen la proliferacién y/o diferenciacion de
los precursores de las células NK, lo que conduciria a una leucemia de células NK, o
elevarse una vez que la respuesta inmune permite su migracion de 1a circulacién sistémica

hacia sitios con infiltracién tumoral.

OBJETIVOS

Determinar la presencia de células con fenotipo NK en M.O. de pacientes con neoplasias
hematologicas y testigos sanos.

Identificar otros marcadores linfoides y mieloides en M.O. de pacientes con neoplasias
hematotégicas y testigos, empleando anticuerpos monocionales especificos.

Estudiar mediante citometria de flujo el fenotipo NK en M.O. que puede indicar si

provienen de este mismo compartimiento o de circulacién sistémica.
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MATERIAL Y METODOS

PACIENTES Y TESTIGOS

Se estudiaron trece pacientes con neoplasias hematolégicas captados del Departamento de
Hematologia del Instituto Nacional de Cancerologfa (INCAN). De estos sujetos 6 fueron
mujeres y 7 hombres, La edad de los pacientes oscil6 en el rango de 20 a 59 aftos teniendo
una media de 40 afios. En siete casos se realizé el diagnastico de linfoma no Hodgkin
(LNH), dos presentaron leucemia mieloide aguda M4 (LMA M4), uno leucemia
linfoblastica aguda (LLA), y tres leucemia granulocitica crénica (LGC).

El examen de M.O. junto con el diferencial de sangre periférica confirmé el diagnéstico
presuntivo,

Ninguno de los pacientes con teucemia y LNH habfan recibido tratamiento al momento de
la toma de muestra.

Ocho sujetos sanos del programa de transplante de M.O. (4 mujeres y 4 hombres) fueron
estudiados como testigos.

El protacolo de estudio fue aprobado por los Comités de Investigacion y Etica del INCAN
¢ INER y se solicito el consentimiento informando a todos los pacientes que participaron en
Ia investigacién (90).

OBTENCION DE LA MUESTRA

La obtencién de ta M.O. se realiz6 mediante puncién de cresta iliaca, en la cual se empled
un trocar para puncién. Con un movimiento circular, como taladro, se procedié a
profundizar hasta alcanzar la M.O. Posteriormente se removi6 el mandril, y se uso una
jeringa estésil previamente preparada con heparina (1 U/ml). Para aspirar la médula se
extrajo el émbolo en forma répida y vigorosa. Una vez obtenida la muestra, (8 & 10 ml), se

coloct en condiciones de esterilidad en un tubo de polipropileno nuevo de 50 ml (NUNC).
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PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

La muestra de M.O. fue colocada en un tubo cénico estéril y se centrifugé a 400x g por 5
minutos a 4°C para separar el sobrenadante. Este se colocd en un tubo de propileno nuevo y
estéril, almacenando una alicuota para posteriores pruebas en otros protocolos que no se
mencionan en esta tesis.

El boton celular se lavé con amortiguador de fosfatos salino conteniendo albimina (PBS-
albiimina, ver anexo 1), posteriormente se adicionaron 10 ml de solucién hipoténica de
cloruro de amonio 7.5 M para llevar a cabo Ia lisis de eritrocitos; agitando en el vértex y
dejando reposar 10 min. en cama de hielo.

Una vez transcurrido el tiempo la muestra se centrifugé a 400x g 5 min. a 4°C y el botén
celular se lavé con PBS-albimina. La muestra obtenida se resuspendit en el volumen
inicial empleando PBS,

El conteo celular se realizé empleando una cdmara de Neubauer, utilizando un colorante
supravital (azul tripano al 0.02%, SIGMA) y se procedio a hacer la cuenta en lo;‘, cuadrantes
para glébulos blancos; el resultado obtenido se muhtiplicé por el factor de la dilucién para
calcular el némero de células por mi.

ANALISIS POR CITOMETR{A DE FLUJO

MARCAJE DE LAS CELULAS

Para realizar la citometria de flujo se emplearon tubos de 12 x 75 mm. En cada tubo se
colocaron 1 X 10° células, las cuales se marcaron mediante un procedimiento directo con
los siguientes anticuerpos monocionales acoplados con ficoeritrina (RPE) o isotiocianato de
fluoresceina (FITC): CD 45- FITC, CD34- FITC, CD2- FITC, CD-14 RPE, CD33- RPE,

CD16-FITC, CD3- FITC, CD3- FITC, CD56- RPE, CD-19 RPE.
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Por cada 1 x 10° células se adicionaron 10 pi de anticuerpo monoclonal (DAKO). El
volumen final de las células se Nlevo a 100 pl con PBS-a]hﬁ.mina, se homogenizd en vortex
y se incubd 45 min. en hielo, protegidas de la luz.

Ung vez transcurrido el tiempo se procedié a lavar las células 2 veces con PBS y se
centrifugaron a 400x g 5 min. a 4°C, desechando el sobrenadante. Las células se
resuspendieron en 500 ul de PBS, se homogenizaron en el vértex y se procedié a trabajar
en el citémetro (FACSCalibur Becton Dickinson).

CALIBRACION DEL CITOMETRO

Una vez que se tuvieron los cuidados necesarios en el procesamiento y marcaje de la
muestra se procedid a calibrar el instrumento.

Lo anterior se realizé empleande particulas pléstices incorporadas a tinciones fluorescentes,
lo que permitié la alineacién del sistema Gptico. Estas particulss tienen propiedades de
dispersion de la luz y de fluorescencia semejantes a los especimenes biolégicos, sin
embargo siempre fue necesario ajustar finamente los pardmetros del instrumento antes de
analizar 1as muestras empleando un control con células de M.O. sin marca.

ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Para proceder a realizar Ila lectura en el citometro de flujo, se fijé en el eje “X" del
citograma el tamafio (FSC) y en el eje “Y” la granularidad o complejidad interna (SSC).

F| porcentaje de CDS6 y de los demés marcadores se obtuvieron creando citogramas de
doble fluorescencia, para lo cual se empleé ¢l método de doble marcaje para detectar las
diferentes subpoblaciones celulares en M.O. Los datos de cada una de las muestras de los
pacientes fueron adquiridos a una velocidad de 12 pl/seg (LOW) adquiriéndose 10,000
células. Los datos se archivaron para su posterior andlisis.

Para proceder al andlisis de los datos se examiné el histograma de tamafio (FSC) contra

granularidad (SSC) para determinar la adecuada separacion de las poblaciones celulares.
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REPORTE DE RESULTADOS

Los datos se reportaron como el porcentaje de células positivas para cada marcador
especifico. Esto se realizé visualizando el gréfico de FL1 contra FL2 donde la fluorescencia
verde (FITC) se encuentra en el gje de las X y la fluorescencia roja (RPE) en el gje de las
Y, dicho diagrama se dividié en cuatro cuadrantes.

En el cuadrante izquierdo superior se¢ analizaron las células con fluorescencia roja y en el
cuadrante derecho superior las células con doble marca, En el cuadrante izquierdo inferior
se estudiaron las células sin marca, y en el derecho inferior las células con marca verde. A
partir de dichos cuadrante se calcularon los porcentajes y nimeros de eventos con respecto
a las células analizadas. Por otra parte, al contar con cifras confiables en cuanto a la
cantidad de células totales/pl detectadas mediante la cimara de Neubauer, se aplicé
también el analisis de las subpoblaciones siguiendo el protocolo de Milén, reportando las
poblaciones en células/ul. Esto se efectio multiplicando su frecuencia (nimero de células
positivas/ nimero de leucocitos anatizados) por el conteo de leucocitos realizado en la
cdmara de Neubauer (91),

Otra alternativa de reporte fue evaluar el porcentaje de células respecto a la poblacién
CD45. Para ello, se localizaron las células marcadas con CD45 FITC / CD14 PE, se abrié
una ventana en ! diagrama de FLI contra FL2 para localizar a las células CD45".
Posteriormente esta poblacién se localizé con otra ventana en el diagrama de tamaito contra
granularidad, To cual nos permitid determinar los marcadores expresados por estas
poblaciones a analizar los diagramas de FL1 contra FL.2 de los diferentes marcadores
estudiados. Este andlisis se realiz6 s6lo en aquelios casos en los cuales se logrd definir la

pobtacién CD4S en el diagrama de FL1 contra FL2.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de cada subpoblacién fueron expresados como la media t desviacién
estandar y las comparaciones entre los grupos de estudio se realizaron empleando la prueba
estadistica no paramétrica U-Mann Whitney (92). El nivel de significacion empteado fue de

a = 0.05, Fi diagrama de flujo del trabajo en general se muestra en la figura 1.
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RESULTADOS

La evaluacién de las posibles diferencias fenotipicas entre tas células de M.O. de los
pacientes con neoplasias hematolégicas y los testigos se realizo mediante citometria de
flujo.

a)Diferencias fenotipicas en los pacientes con neoplasias y testigos.

Los resultados mostraron que al analizar el grupo total de pacientes, de los cuales siete
presentaron el diagndstico de LNH y seis de leucemia, se encontrd gue existieron
diferencias significativas en el niimero absoluto de los marcadores CD34/33, CD45, CDH19,
CD5/19, CD56, CD2/56 al compararse con los testigos (Cuadro 7). El anilisis respecto al
porcentaje de células no mostré diferencias estadisticamente significativas para ningin
marcador. La expresion de CD34 se hallé elevada en tres pacientes con LGC y en uno con
LNH, dos de los pacientes con LGC presentaron a su vez una elevada expresién de CD3 y
CD19.

CUADRQ 7. Subpoblaciones (células/pl) de M.O. en pacientes con neoplésias
hematolégicas con valores significativos.

MARCADORES PACIENTES N=13 | CONTROLES N=7 VALCRDEP*
{media + D.E.) (media = D.E))
CD34/33 234091 £ 2627.24 9848 + 73.43 0.023
CD45 20097.75 £ 205966 912.02 + 77748 0.015
CDh19 6589.02 £ 13038.32 89.54 + 127.65 0.019
CDhs/19 1229.35 £ 1914.54 4398 = 34.68 0.0038
CD56 682.71 £ 926.56 23.31 + 16.46 0.015
CD2/56 480.95 + 525.99 4197 + 38.18 0.029

* Prueba de U- Mann Whitney

B) Diferencias fenotipicas en los pacientes con leucemia y testigos.

Para analizar las poblaciones celulares de M.O. que distinguen a las diferentes neoplasias,
se compard por separado al grupo de pacientes leucémicos y de linfoma con los testigos.

Los pacientes con leucemia presentaron una elevacion significativa de los porcentajes de
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los siguientes marcadores: CD33, CD45 y CDI9 y los nimeros absolutos de los

marcadores CD33, CD34/33, CD45, CD5/19, CD19 y CD56 también se incrementaron

significativamente (Cuadros 8 y 9).

CUADRO 8. Marcadores con valores significativos de poblaciones analizadas en

porcentajes en M.O. de pacientes con leucemia.

MARCADORES PACIENTES N=6 CONTROLESN=7 {VALORDEP*
{media £ D.E.) (media £ D.E.)

CD33 29.86 = 31.03 14.19 £ 2291 0.0406

CD19 3511 £ 3353 294 + 2.66 0.0t00

CD45 68.62 + 30.79 2382 + 1834 0.0213

*Prueba de U-Mann Whitney.

CUADRO 9. Marcadores significativos expresados en células/pl. en pacientes con
leucemia,

MARCADORES PACIENTES N=6 |CONTROLESN=7 |VALORDEP*
{media+ D.E.) {media + D.E.)
CD33 24979.8 £ 25179.65 { 274.47 = 360.48 0.037
CD34/33 2624.1 = 181277 81.55+ 63.79 0.025
CD45 30127.43 £24794.22 | 913.80 £ 851.66 0.017
CDI19 14025.12 + 16885.63 | 70.06 + 133.65 0.011
CD&/19 2583.01 + 2130.82 | 39.60 + 3580 0.025
CD56 684.57 + 1113.94 30.06 + 16.6 0.025

*Prueba de U-Mann Whitney.

¢) Diferencias fenotipicas en los pacientes con linfoma y testigos.

En cuanto a los pacientes con LNH, los nimeros absolutos de CD5/19 se vieron
significativamente incrementados con respecto a los testigos (P = 0.04), encontrindose que
ningin otro marcador era significativo. En cuanto a porcentajes no se encontré Ringan

marcador significativamente elevado con respecto a los testigos.
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d)Expresion del marcador CD56 en las diferentes poblaciores.

A} estudiarse el marcador CD56 expresado en porcentajes no se observaron diferencias
significativas al realizar el anélisis comparativo entre los pacientes con neoplasias y los
testigos sanos, sin embargo al realizar €l analisis en nimeros absolutos se encontré una
elevacion significativa de CD56 en los pacientes con neoplasias, es decir incluyendo a

todos los pacientes con ieucemia junto con todos los pacientes con linfoma (P= 0.015)

(Figura 10).
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Figura 10. Expresién del marcador CD56 en nimeros absolutes en M.O. de pacientes con
neoplasias hematolégicas. LGC: leucemia granulocitica crénica, LNH: linfoma No
Hodgkin. Las lineas horizontales representan la media { — ) E.E. (- )en cada grupo,
* representa los pacientes con valores significativos (P=0.015).

En cuanto a la coexpresién de CD56 con los marcadores CD2, CD3 y CD16 no hubo
diferencias significativas entre los pacientes y testigos en cuanto a porcentajes, sin

embargo, al analizar los datos en numeros absolutos se encontré que el marcador CD2/56

presenté una elevacion significativa entre los grupos de estudio (P= 0.029) (Fig. 11).
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El marcador CD56 expresado en numeros absolutos se encontré también elevado al
compararse los pacientes con leucemia con los testigos, no siendo asi en los pacientes con

linfoma.
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Figura 11. Determinacién de la subpoblacion CD2/CDS6 en pacientes y testigos en células
totales. LGC: leucemia granulocitica crénica, LNH: linfoma No Hodgkin las lineas
horizontales representan la media ( y+ E.E.(--— ) en cada grupo, * pacientes con
valores significativos (P=0.029),

e) Diferencias fenotipicas en los pacientes con leucemia y linfoma.

Al tlevarse a cabo la comparacién entre pacientes leucémicos y de linfoma se encontré que
existieron diferencias significativas en los porcentajes de los siguientes marcadores: CD14,
CD45 y CD19 (Cuadro 12).

CUADRO 12. Comparaci6n de subpoblaciones (porcentajes) en M.O. entre pacientes con
leucemia y linfoma.

MARCADORES LEUCEMIAS N=6 [LINFOMAS N=7 VALORDEP*
{media + D.E.) (media + D.E.)

CD14 15.58 £ 12.91 4.14 £ 391 0.0296

CD45 68.62 + 30.79 4395 + 25.58 0.0406

CD19 35.11 + 33.53 245 £ 147 0.0100

*Prueba de U-Mann Whitney
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1) Estudio de la poblacion CD36 con respecto al marcador CD45.

El andlisis de las poblaciones CD36 con base al marcador CD435 se realizo en los tres casos

con LGC y dos con LNH, ambos grupos con porcentajes elevados de CD56 (superiores a la

media + 1E.E) y en células/ul. Al comparar las cifras de CD56 respecto a los cuatro

testigos accesibles a dicho estudio se encontro que los pacientes con LGC presentaron

incremento de las células CD56 expresado como células/pl respecto a los testigos sanos

(P=0.03) y también respecto a estos ultimos y al grupo con LNH (P=0.02).

Otras diferencias en cuanto 2 la expresion de Ins subpoblaciones CD56 fueron el

incremento del ntimero absoluto de los marcadores CD2/56 (P= 0.03), CD3/56 (P=0.03) y

CD16/56 (P= 0.04) en los enfermos con LGC (cuadro 13). En la figura 14 se muestran los

citogramas representativos que muestran la elevacién de células CD56 en los pacientes

respecto a los testigos sanos.

CUADRO 13. Porcentajes y cifras totales

de la relacion de las subpoblaciones

CDS56/CD45.
CASOS |CD36] CD56 | CD2/56 | CD2/56 | CD3/56 | CD3/56 |CD16/56 | CD16/56
% {cépl| % Célpl % Céi/pl % célpl
W(LNH)| 2 | 234 0 0 0.8 94 0.6 78
2(LNHy| 9.1 | 428 2.9 i 34 124 i 133
I(LGC)| 80.8 |S58752% | 126 | 8217** 12 7851%%% | 682 | 446017%**
Z(LGO)| 134 [11201*] 7.0 5037%+ 176 | 14639%** | 7.65 | 6349%%**
S(LGO)Y| 141 | 5490% | 85 33i7%F | 175 | 6B09*** 12| 4656%**+
6 (CN)| 3.5 | 255 0 0 29 212 ND ND
7(CNy | 43 | 69 18 29 14 23 6.1 97
8(CN) | 59 | 38 1.1 10 1.7 16.8 2.6 35
9(CN) | 198 | 515 14.7 380 21.6 561 17.74 460

*P= 003, **P= 0.03, ***P= 0.03,#*** P= (.04, Prucba de U de Mann Whitney, CN
control normal. LNH linfoma No Hodgkin, LGC leucemia granulocitica crénica. ND no
determinado.
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A continuacién se muestra un histograma tipico de un paciente con LGC comparado con un
control, el histograma de un paciente con linfoma no se incluye debido a que su
comportamiento es muy parecido al de los controles. El citograma se obtuvo al hacer una

ventana en las pobtaciones CD45+ y después se llevo a cabo el analisis de las poblaciones

CDs6+.
LGC
TESTIGO
Y v ®% 11.2%
CD56 312% 3.7%
a1 @7
0.1%
1.4% 7.4%
'Eéi-“ .'.;3 10‘ 2|u° W! l":.é: '.D, “'J‘
cD3 CD3

Fig. 14. Diagrama de un anélisis por citometria de flujo a partir de una ventana de células
CD45+ de un caso representativo de elevacion de células CD56+. Se muestra la expresion
de cétulas CD56" marcadas con PE (gje FL2) en M.O. de testigos sanos (izquierda) y en un
caso representativo (derecha).

En este citograma de doble fluorescencia: FLI es el ¢je en el que se detecta la fluorescencia
verde (CD3), FL2: el eje en el que se detecta la fluorescencia roja (CD56). Cada punto
representa un evento registrado por el citometro de flujo. Las lineas horizontales y
verticales delimitan los cuadrantes: fluorescencia roja (cuadrante izg/sup), dobles
positivas(cuadranie der/sup), dobles negativas (cuadrante izg/inf), fluorescencia verde
(cuadrante der/inf).
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DISCUSION

La investigacion realizada en esta tesis demuestra una elevacion de células NK en M.O. de
pacientes con neoplasias hematolégicas sin tratamienlo previo. Esto se apoya en la
presencia de células con el fenotipo CD3- CD56+. Esta elevacion de células NK se aprecio
en el grupo total de pacientes con neoplasias hematologicas: en especial en los pacientes
con LGC. no siendo asf en los pacientes con linfoma. Esto lo podemos atribuir a los sitios
que involucra cada tipo de neoplasia, ya que la leucemia afecta a M.O. y el linfoma
compromete principalmente ganglio linftico (93). Sin embargo el estudio se efectio en
M.O. ya que en este silio se encuentra la produccion de células sanguineas y es el sitio en el
que se encuentran las células neoplisicas en los pacientes con leucemia y linfoma, en estos
Giltimos cuando hay infiltracion a M.O. La elevacion en especial en los pacientes con LGC
pudo ser debido a que pricticamente todas las células hematopoyéticas protiferan en este
proceso neoplésico, si bien predomina la serie granulocitica (88). Por lo tanto ta elevacion
podria deberse a que sean células infiltradas y la otra que se trate de células que tienen un
proceso descontrolado de proliferacion.

Ademds se detectd una elevacion significativa en las células CD2+ CD16- CD3- CD56+, la
cual caracteriza a una poblacién inmadura de células NK que podria ser propia de M.O.
Esto ha sido mencionado en un articulo publicade por Lanier (94) en el cual se llevo a cabo
el estudio en la expresion de los marcadores CD16 y CD56 en células NK de sangre
petiférica. Ellos encontraron tres distintas subclases de poblaciones: a) CD3-, CD16+,
CD56+, b) CD3+, CD16-, CD56+. ¢} CD3-. CD16-. CDS6+ """ Las dos primeras
poblaciones mediaron la citotoxicidad y demostraron una mortfologia de linfocitos
granulares grandes. Ademas encontraron que las céluias NK que predominan en sangre
periférica poseen el fenotipo CD3- CD16+ y mas del 90% de ellas coexpresan el antigeno

CD56. La ultima poblacion incluyé tanto a linfocitos granulares como agranulares. En base
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a esto propone que las células NK CD16- CD56+ que presentan la morfologia de linfocitos
agranulares grandes son las mas inmaduras, ya que conforma las células NK van
madurando se vuelven cada vez més granulares (94). Posteriormente Lewis (95) en un
estudio comparativo de células NK CD16+ y CD16-, propene que fas células NK CD16+
representan la subclase mds madura, ya que ellas son las més abundantes de sangre
periférica, ademés de tener baja capacidad de protiferacion en respuesta a las linfocinas; en
cambio la poblacién CDI6- demuestran mas capacidad de proliferacién. También
menciona que la mayoria de célutas NK encontradas en bazo y M.O. son de la subclase
CD16-, consistentes con la nocién de que estas son vias tempranas en la maduracion de
células NK. Por lo tanto, las células encontradas en esta investigacion con el fenotipo
CD2+ CD36+ CD16- CD3- podrian ser células NK propias de M.O (95). Sin embargo, ya
ha sido reportada la presencia de células con fenotipo de NK en pacientes con teucemia. En
uno de eso reportes s¢ identifica y caracteriza una forma previamente no reconocida de
leucemia aguda en muestras de sangre periférica y de M.O. que expresaban caracteristicas
tanto de antigenos de células NK como de antigenos mieloides (96). Esos casos tuvieron el
inmunofenotipo  CD34+/-, CD33+, CD56+, CDI6-; confirmando la coexpresién del
antigeno mieloide (CD33) y del antigeno asociado a células NK {(CD56) mediante
citometria de flujo. Esa investigacién apoyaria que Jas células NK son de origen mieloide
debido a la expresion del antigeno CD33. De estos casos de leucemia aguda pueden surgir
de una transformacion en una célula precursora comun con los linajes mieloides y de
células NK (96).

En este trabajo también se encontrd un aumento de células NK y una elevacién en la
expresion de antigenos micloides (CD34/33, CD33}). Lo que sugeritia que las células
CD16- CD56+ también son las que expresan el antigeno CD33; por lo que podrian provenir

de un precursor de origen mieloide. Esto se apoya por las investigaciones realizadas por
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Shibuya en 1995 (97). donde propone un modelo de diferenciacion de células NK. El
realiza un estudio en M.O. de adultos, en el cual! las célutas NK derivaron de un linaje con
fenotipo CD34+, CD33+, entre las cuales un gran nimero de unidades formadoras de
colonias de granulocitos y monocitos estaban presentes. Sus resultados pueden sugerir que
las células NK humanas adultas estdn estrechamente relacionadas al linaje mieloide. Sin
embargo, debido a 1a baja frecuencia de progenitores de NK en el finaje de células D34+,
CD33+, es posible que estc compartimiento incluya por separado a los progenitores
mieloides y de células NK (97).

Por otra parte, ademés de los cambios en las células NK, en este estudio se pudo observar
que al comparar los pacientes con ncoplasias hematoldgicas en conjunto con los testigos, se
encontraron alteraciones en los nimeros absolutos de los marcadores CD34/33, CD45,
CDI19 y CD5/19. E! antigeno CD45 nos habla en general de una elevacion de leucocitos sin
especificar el linaje. ya que es comtin a todos los leucocitos (98). La elevacion en cuanto al
marcador CD34/33, quiere decir que se encontraron alteraciones en las poblaciones de
células progenitoras mieloides (GFU-GEMM]) que dan origen a la unidad formadora de
colonias de granulocitos, eritrocitos, monocitos y megacariocitos; este anticuerpo también
se emplen para detectar leucemias mieloides agudas y crénicas en fase blistica (99). La
elevacién en ¢l marcador CD5/19 sefiala una elevacion en los linfocitos B, esta
combinacién de anticuerpos se emplea para detectar leucemias de células B (100).
Finalmente para confirmar la elevacion de cétulas NK en pacientes con LGC; se empled el
marcador CD45 que permitié detectar dos poblaciones que no se habian podido determinar
por el método anterior, estas poblaciones fueron: CD2+, CD16+. CD56+ y CD3+, CD56+,
De las cuales por el fenotipo que expresaron se podﬁa suponer que las primeras fueron
células NK que al expresar el CDI6 serian células maduras, las cuales se encuentran

abundantemente en sangre periférica. por lo que pueden ser células infiltradas que migraron
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al sitio de invasion tumoral; y que las células que expresaron CD3 eran linfocitos T. La
eteccion del marcador CD45 tuvo como base el empleo del antigeno comin de leucocitos
en combinacién con marcadores especificos, lo que permitio llevar a cabo una buena
discriminacion entre la poblacion de blastos y células normales (101). La discriminacion de
las células precursoras en M.O. asi como las células leucémicas se baso en que expresan
valores bajos e intermedios del marcador CD45, en comparacién cen los monocitos y
linfocitos que expresan altos niveles de CD45, lo cual fue 1til en nuestro estudio. Porque
los eritrocitos y plaquetas que pudieron interferir con los resultados de citometria, no
expresan CD45 (102), mientras que los linfocitos T maduros {CD3+} v las células NK
(CD16+) expresan el CD45 en alta intensidad (103).

Por otra parte. es conveniente aplicar el estudio a grupos especificos de leucemia, en
especial a pacientes con LGC para confirmar los cambios en CD36 o en subpoblaciones
mediante el empleo de la citemetria de flujo. El universo de estudio que estuvo constifuido
por trece pacientes totales, dentro de los cuales siete presentaban el diagnostico de linfoma
no Hodgkin, y seis el diagnbstico de leucemia, trajo algunos problemas consigo. El
diagnéstico no se pudo realizar de manera rapida, es decir la toma de muesira se tenia que
decidir en el momento en el que el paciente llegaba y se sospechaba que padecia leucemia o
linfoma no Hodgkin. f.a muestra se tomaba pero en ocasiones resultaba que el diagnostico
no era ninguno de estos dos. por lo tanto muchas de fas muestras tomadas se tuvieron que
descartar para esta investigacion, y los pacientes que quedaron presentaron una
heterogeneidad en cuanto a su diagndstico, es decir uno presentaban LAM. otros LAL y
otros LGC. El tiempo para recolectar las muestras fue casi de un afio y aunque lo ideal
habria sido tomar solo un tipo de leucemia y compararlos con los controles. se decidid
realizar el trabajo con ese nimero limitado de casos. ya que de lo contrario se extenderia

demasiado el estudio. Por lo tanto, es recomendable ampliar e! universo de estudio para
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obtener resultados que pudieran darnos un mayor soporte en cuanto a la cuantificacion de
células NK y asi disminuir 1a dispersién de los datos la cual se ve reflejada en una gran
desviacion estandar. Sin embargo estos pacientes fueron suficientes para detectar
diferencias significativas, fundamentalmente en los marcadores que nos permitieron
detectar la presencia de células NK en M.O. de pacientes con neoplasias hematoldgica. pero
si es necesario aumentar ¢l universo de estudio para corroborar y hacer mds fidedignos los
datos obtenidos.

Un punto importante en esta investigacion fue el significado de las diferencias en nimeros
absolutos, es decir, células por microlitro, y no en porcentajes. Estas diferencias se
encontraron basicamente en pacientes con leucemias. Esto se debe a que el calculo para
obtener el niimero absoluto de los marcadores involucra el conteo de leucocitos totales
llevado a cabo en el laboratorio. Esto significa que los datos en porcentaje solamente
involucran las célutas que el citometro adquirié, sin tomar en cuenta los cambios en el
nérmero absoluto de células que puede variar de paciente a paciente. asi como el tipo de
diagnéstico que e! paciente presenta y en este caso en diferentes muestras de M.Q. Si los
pacientes con leucemia tienen un elevado conteo de feucocitos, comparado con los testigos,
¥ Se toma en cuenta e¢ste conteo, nos va a dar el namero reat de células que este paciente
presenta circulando en el organismo. Por lo tanto los nimeros expresados en porcentajes no
involucran el estado patolégico del paciente en cuanto al conteo de leucocitos totales, solo
nos da una proporcién en cuanto al numero de células que son positivas para determinado
marcador.

El considerar que un pacientes presenta altos nlimeros es porque presenta una diferencia
significativa con respecto a los controles, si se habla de una proporcién normal es porque
entre los pacientes y controles no hay diferencias significativas, por lo tanto su distribucion

en cuanto al marcador cuantificado es muy similar al de los controles.
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CONCLUSIONES

En el presente estudio se aprecio una efevacién de células CDS56+ en el grupo total de
pacientes con neoplasizs hematologicas, en especial en los pacientes con LGC. lo que
significé una elevacion de células NK en M.O. La presencia del fenotipo CD2+CDI16-
CD56+ denoto la presencia de una poblacién inmadura que podria ser propia de M.O. Sin
embargo, mediante el empleo del CD45 se detectdé una poblacion con fenotipo CD2+
CD16+ CD56+ la cual se ha seflalado como una poblacién maduta, por lo tanto en un
proceso neoplasico en el cual se afecta M.O. se puedo apreciar tanto poblaciones en
proceso de maduracion asi como células maduras las cuales infiltraron de sangre periférica
hacia el sitio donde las células neoplasicas se encuentran para llevar a cabo sus mecanismo
de citotoxicidad.

Otro aspecto importanie es que durante un proceso neoplasico es posible detectar
elevaciones en otros marcadores tanto de linajes mieloides como de linajes linfoides.
Ademés la citometria permitio aplicar diferentes métedos de andlisis, de los cuales tos mas
fitites fueron la determinacion de cifras absolutas y la relacién NK/CD45.

Finalmente es conveniente aplicar el estudio a grupos especificos de leucemia en especial a
pacientes con LGC para confirmar los cambios en CD56 o en subpoblaciones mediante el

empleo de la citometrfa de flujo.
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ANEXO



ANEXO 1. PREPARACION DE REACTIVOS
Amortiguador de fosfatos salino (PBS) 1 X

Para preparar 1 litro:

0lg KCl

02g KH: PO

8g Na Ci

264¢ Na,HPOs 7 H20
Ajustar el pH a 7.35

Amortiguador de fosfatos salino complementado con albumina (PAB) 1X

Para preparar 1 litro:

02g KCl
02g KH; POy
8¢ Na Cl

264 g NazHPO4 7 Hzo
Ajustarel pH a 7.35

Adicionar 5g de albimina serica bovina y aforar a 1 litro con agua destilada estéril.

Solucién de lisis de cloruro de amonio7.5 M

Para preparar 10 ml:
0828 NH,CI

0.ig NaHCO;
0.0037g EDTA TRISODICO
AjustarapH 7.4

Azul tripeno 0.02%

Se prepara a partir del producto comercial (SIGMA) que se encuentra al 0.4% y se diluye

con PBS.
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ANEXO 2. FUNDAMENTOS DE LA CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria permite determinar las caracteristicas fisicas y quimicas de las células en
forma individual cuando pasan a teavés de un haz luminoso, emitiendo una sefial que es
detectada por uno o més sensores Opticos. La instrumentacion de la citometria de flujo
permite la medicién cuantitativa de diversos parmetros celulares particularmente tamafio,
granulacion y su fenotipo cuando se emplea un marcaje especifico.

a) Instrumentacién de la citometria de flujo

La medicion de las caracteristicas celulares se realiza cuando estas pasan a través de un
rayo lser. Al pasar la célula a través del rayo laser esta refleja y refracta la tuz, lo cual da
informacion acerca de! tamailo y granularidad celular. Muchas de las mediciones se basan
en las caracteristicas de fluorescencia, donde las células son marcadas con uno 0 més
marcadores especificos unidos a fluorocromos. Los fluorocromos al pasar a través del rayo
liser son excitados. lo que provoca 1a emision de una fluorescencia secundaria a muiltiples
longitudes de onda dependiendo del tipo de fluorocromo. La fluorescencia secundaria es
colectada por varios detectores, lo que permite al aparato determinar si la fluorescencia
emitida es mds alta que la fluorescencia de la muestra sin fluorocromo.

Para realizar estas mediciones un citometro de fiujo debe estar compuesto por un sistema de
transporte del fluido, una cimara de flujo, una region de medici6n, una fuente de excitacion
y sistema 6ptico con detectores y colectores, asi como por un procesador electrénico de la

sefial y un sistema para mostrar, almacenar y analizar los datos (figura 15) (104, 105).
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Fig 15. Esquema general de los componentes de un citometro de flujo
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a) Sistema de transporte del fluido y cAmara de flyjo.

El sistema de transporte del fluido permite a las célutas en suspension ser presurizadas para
posteriormente ser liberadas hacia el compartimiento en el cual atravesara el rayo léser.
Debido a que muchas muestras son heterogéneas deben llevarse a cabo una constanie
agitacién de 1a muestra para asegurar ia liberacion de una suspension uniforme (104, 103).
b) Regién de medicion

En la regi6n de medicién, la célula intercepta un haz luminoso y las mediciones dependeran
tanto de la longitud de excitacién y de emision. Al pasar por esta zona los fluorocromos son
excitados y la fluorescencia es colectada por un detector, Esto resulta en una seilal eléctrica
proporcional a la intensidad de la fluorescencia que a su vez es proporcional a los
parfimetros celulares de interés. Adicionalmente, la luz dispersada por la propia célula
puede ser medida ya que al pasar por el rayo laser la luz dispersada es colectada por un
detector, lo que nos dard informacién sobre sus caracteristicas (104, 105).

¢) Deteccion de multipardmetros

Muches instrumentos son multiparamétricos. Una serie de detectores y filtros son usados
para medir fluorescencia a una determinada longitud de onda, junto con la medicién de la
dispersién de la luz en un dngulo bajo (FSC)y la dispersion de la luz a 90° (SSC). Estos
detectores multiples permiten el uso de diferentes fluorocromos para la medicién de varias
caracteristicas celulares. La deteccion de multipardmetros es una de las principales ventajas
del clitémetro de flujo (104, 103).

d) Dispersion de la luz.

Como la célula fluye a través del rayo laser esta puede absorber y dispersar 1a luz. Si la
célula es marcada con un fluorocromo, la luz absorbida puede ser emitida como
fluorescencia. En cuanto a la dispersion, los detectores que colectan la luz dispersada en un

4ngulo bajo (hasta 15°) permiten analizar la regién Ylamada “forward scatter " {(FSC). Al ser
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dispersada en una angulo de 90° los detectores colectan una seiial que nos da i{lformacién
sobre la granularidad y esta region es llamada “side scatter” SSC (104, 105).

¢) Procesamiento de la sefial.

La sefial de cada detector del citémetro de flujo es convertida en un pulso eléctrico el cual
representa la medicion de las caracteristicas de la célula cuando ésta pasa a traves del rayo
laser, Estos pulsos son amplificados, convertidos a un valor digital y enviados a una
computadora para analizarlos, mostrarlos y guardarlos. La amplitud del pico, anchura y

érea de cada pulso puede ser convertida a un valor digital, como se muestra en la figura 16.

Fig 16. Esquema de un procesador de datos

f) Anélisis de datos.

Los datos de citometria de flujo pueden ser mostrados y analizados en diversos formatos.
La técnica seleccionada depende de la dimensionalidad de los datos y lo que se desee
conocer sobre el sistema en estudio. Para un sistema en el cual la suposicién de que los
datos se derivan de una poblacién normalmente distribuida, se recomienda el analisis
paramétrico que permite resumir una gran cantidad de datos en una pequefta cantidad de
niimeros significativos. Las técnicas de analisis no paramétricos son usados cuando no se

hacen suposiciones acerca de la poblacion de la cual se han muestreado los datos. El
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fundamento del analisis de datos es asegurar que la instrumentacién y marcaje estén
trabajando apropiadamente (104, 105).

g) Andlisis univariante de datos.

La forma més simple y comin de mostrar los datos y analizarlos ¢s la distribucion de
frecuencia univariante o histograma. Los datos son graficados en dos dimensiones con la
frecuencia en el eje vertical y la magnitud de la variable en el ¢je horizontal. En muchos
casos, una simple interpretacion visual o comparacion con otros histogramas es suficiente
para detectar alguna diferencia, asi como la aparicién de una nueva poblacién, o el
movimiento en la localizacion de la poblacion.

Un histograma pucde ser adquirido y mostrado con escala logarftmica o lineal. Al mostrar
el nimero de células en una escala logaritmica hace mas facil la deteccion de poblaciones
celulares que tienen baja frecuencia. Esta escala logaritmica se emplea para mostrar fas
variables cuando se tiene interés en subpoblaciones en las cuales el rango de valor es muy
alto (104, 105).

h) Andlisis bivariante de datos.

La exposicion de dos parfimetros es usados para mostrar la relacion entre dos variables y
para detectar subpoblaciones. El mias simple de los gréficos es el que contiene dos
parémetros y es el denominado “scatterplot”. En este, cada célula es representada por un
punto en dos dimensiones, mostrando coordenadas correspondientes para sus valores de
medicién. Este grafico puede ser seleccionado cuando los datos empiezan a ser cofectados
o puede ser empleado durante el andlisis de datos. La mayor limitacion de este grifico
mejor conocide como “dot plot” es la faita de un rango dinamico. Como el nimero de
células en el plano incrementa la region del grifico puede llenarse obscureciendo

completamente cualquier detalle.



La grafica cuantitativa mas empleada es el “contourn plot”, donde son empleadas lineas de
isocontomo para conectar los puntos. Al seleccionar el nivel del contormo cuidadosamente
las subpoblaciones de los datos tienden a volverse aparentes. Ademas, también se pueden
emplear ventanas para el andlisis de datos ya que ayudan a determinar un nimero de células
en particular o bien picos o regiones especificas.

El andlisis de los datos en citometria de flujo requiere que los datos sean mostrados y

analizados interactivamente {104, 105) (figura 17).

90° Scalter
a0° Scatter
Number

Forward Scamier

Dot Plot Contour Plot

Fig 17. Histogramas con pardmetros duales.
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