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ABSTRACT 

In the present study, we have assessed the effects of different 

hematopoietic cytokines -_ on _ proliferation and __ expansion ___ of ___ hematopoietic 

progenitors cells from acute myeloiddeukemia (AML) patients .• To evalúate such 

characteristics we have · used t'Wo experin:ental -systems:~ Dex{e,r_;type long-term 

marrow cultures· (LTMC) a~d ·-~trO;n_á~f'ree' ~usper,'sion;¿LÍlturés'. ln•the;firstsystem, 

:::~:~n(rh~~:~t~bi:ª;tét~~~.0Zl~1tt:~t5~;~i~k1r!~~i~~~~~~rr::~~:~~: 
numbers ofmyeloid .-prdgenito_r;8e11s ~nd{a·~~l-ective\stin-íLilatlon'.C>fthe·grówth of 

leukemic,_prÓgemitors:; The~~· res.~lts'.ind,ib~-~~-:~hat _~hGr0~cs'¡:; i~Y~-';6ytokirí~- with a 

stimulatory activity fór the _inyit_ro_kf"Ow:ttfóf'Ar\t1L prog~nite>r~>aíld. suggest that the 

use Of this factor in clinical settingsrnusf be .taken with caution slÍice this cytokine, 

although benefiC::iál in reclu¿i-ng thi;; risk of irÍfection~ -aft~~- 6iiemotherapy, may 

induce the reapp_earance <:Íf th~·dÍsease after treatment: On the other hand, we 

have demonstrated -- that in liquid suspension cultures supplemented with 

recombinant - cytokines, ; progenitor · cells from AML patients (CD34+1in- and 

CD34+CD38-lin~ sub6opuÍ.iitiÓhs) possess a diminished proliferative potencial as 

compared to their ~orrnal C:o~~terparts. These results suggest that the low capacity 

to proliferate in response - to hematopoietic cytokines could be a positive 

characteristic of primitive·l~~kemic c-~lls, soÍ:-he po(;I is-not exhausted and therefore 

a constant production of l~ukemic blasts can be sustained long term. Finally, we 

identified normal hem~t~'pof~tib-progenitorsin sorne AML patiénts, with a greater in 

vitre expansion poter:ltiálthan progenitors from normal indiv_iduals. This observation 

should be further arialy~ed since it may has implications in autologous bone 

marrow transplantation. 



l. RESUMEN 

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad hematológica que 

cursa con un cuadro clínico severo_y:~~--cºl'ls_13_cuencias fatales.- Este padecimiento 

se origina en la médula ósea, a partir de la transformación de una -célula seminal 

hematopoyética. en la cual se modifican las características de proliferación y 

diferenciación, dando lugar. a la formación de un número elevado de blastos 

malignos. Se ha determinado que en LMA, las células leucémicas están 

organizadas en forma jerárquica. dado que existen diferentes subpoblaciones con 

distinto grado de maduración. Así, se considera que existe una población de 

células leucémicas muy primitivas responsables de mantener la hematopoyesis 

maligna y que pudieran ser el blanco de terapias más efectivas. basadás :en el 

conocimiento de sus características biológicas, las cuales aún no:sei haÍ-Í definido 

completamente. A la fecha, se ha demostrado la importancia de ·'1~~ ciiocinas en el 

desarrollo de las células leucémicas con un mayor grado de maduración. sin 

embargo no se ha descrito su participación en poblaciones más.primitivas. En este 

trabajo determinamos el efecto de diferentes combinaciones de· citocinas sobre la 

proliferación y expansión de progenitores hematopoyéticos provenientes de 

pacientes con LMA. Para ello utilizamos dos sistemas experimentales: a) el cultivo 

de médula ósea a largo plazo tipo Dexter (L TBMC) y b) cultivos liquidas en 

suspensión (SC). A partir de nuestros resultados, determinamos que el factor 

recombinante humano estimulador de colonias de macrófagos y granulocitos 

(rhGM-CSF) incrementa la producción de células hematopoyéticas en los L TBMC 

de pacientes con LMA y de manera particular favorece el crecimiento de los 

progenitores leucémicos, lo cual sugiere que este factor debe ser aplicado con 

precaución en tratamientos clinicos. debido a que si bien resulta benéfico al 

reducir el riesgo de infecciones después de la quimioterapia, podría f¡;¡vo_recer la 

reaparición de la enfermedad después del tratamiento. Asimismo, ob~eí\/ªrnºs que 

en los pacientes con LMA, existen alteraciones_ en la expresión del a~tíg~n\fcD34 
en las células progenitoras hematopoyéticas, dado que en algu:nos c:I~ ello~ no fue 

posible detectar células CD34+, mientras que en otros, un porcentaje elevado de 

células hematopoyéticas lo expresaron; lo anterior cuestiona la importancia de 

este antigeno como marcador especifico de células primitivas de pacientes con 

r--- t9J~~c-·/3~ e::~---~~ ·c;-.-:---·-·1 
\ FA1_,L/c:_'Jf~~~-·· ._i:;d \ 

----- ---- ------------------~ 



2 

LMA. De igual manera, determinamos que las poblaciones de progenitores 

hematopoyéticos de los pacientes, obtenidas mediante un proceso de separación 

inmunomagnética para enriquecer en células __ C[):31:+-lin_- y CJ?:3~+~C[)~8-liri_-. 

poseen un potencial proliferativo in vitre disminuido con respecto a las poblaciones 

provenientes de individuos normales y además son sensibles al' efecto inhibidor de 

la proliferación del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a.). Esta disminución en Ja 

capacidad proliferativa en respuesta a las citocinas hematopoyéticas, podría ser 

un mecanismo de escape de las poblaciones leucémicas más primitivas a las 

terapias que pretenden inducir Ja proliferación de las células malignas para 

favorecer Ja suceptibilidad a los agentes quimioterapeúticos. Por su parte, Ja 

inhibición por efecto de TNF-a en estas poblaciones, modifica Ja idea de la 

participación de un mecanismo de estimulación autocrina similar al descrito en 

poblaciones más maduras. Por último determinamos que existen subpoblaciones 

de células progenitoras hematopoyéticas morfológicamente normales dentro de 

las poblaciones primitivas de algunos pacientes con LMA, las cuales presentan un 

mayor potencial de expansión que los progenitores provenientes de donadores 

normales. Este hecho resulta muy favorable, debido a la posibilidad de identificar y 

purificar a células normales para su expansión -bajo condiciones in vitre- en los 

pacientes con LMA y poder utilizarlas en transplantes de tipo autólogo. 
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11. INTRODUCCIÓN 

Las células sanguíneas se originan en la médula ósea, a través de un 

proceso complejo, denominado hematopoyesis. La médula ~ósea _está~ constituida 

principalmente por dos• elementos celulares, las células-estromales y las célula~ 
hematopoyéticas; hoy- en día se sabe que las primeras: tienen~denÚo de sus . ., ' '---··.' -·' ..:·- _, . ·-. 

funciones la de servir con:io soporte de las células hematcipoyética_s:_ta¡-ea que 

realizan en parte •<3 t~<3vé~ de la secreción de citdd,.:,as/ciue 'iribiden'.'sobre la 
_. - -~ . -- - - . - ' .~. . . -~ ·- ' ,. - .· ~'' 

proliferación y diferenciación de estas células, dando por resultado la forrnació-n de 

todas las células de la sangre_. 

Cuando se presel"lt<3~ alteraciones én\?1í:ls·mec~~-i~~-¿sqúe>~~gÚlan la 

hematopoyesis, se pueden desarro118'r einferrnedaciers -h~~~t~lóg!bas ::'e;~~º la 

leucemia mieloide aguda- (LMA): la Cljal-se.carélcteri'Za¡'p~~tu11;•autr!e;,tc:(en el 

número de células mieloides,en"ía rnédula ósea, aéonÍpa'Ra'dé:i.,d~u'n''616tjue_() eri su ' 

maduración, lo que ocasiona la acumulación excesivadeJ:;¡lastos. , '-:( - ' - --

Durante las últimas décadas, la incide,.:,Cia d~ LM:A..se · h~' il"l~;em~ntado 
considerablemente en los paises desarrollados y en< algunos' países:e~vías de 

desarrollo. En los Estados Unidos, por ejemplo, - la inc;idenci~ _al"IÚal~•de esta 

patologia es de 2.4 casos por 105 habitantes y dicha ,inclderici~ -~e; <3c~ecienta 
progresivamente con la edad, de tal suerte que en adultos mayores ~~~El5 años es 

de 12.6 casos por 105 habitantes (Kosary et al, 1995). Eri_ MéxÍ_cdX1oi da_t_os son 

escasos, sin embargo, existen evidencias de que el número de paciente~ con esta 

enfermedad se ha incrementado en forma significativa. Tan -- solo' ~n 1998, se 

reportaron más de 600 casos nuevos (Registro Histopatológico de N;,;oplasias en 

México, 1998). 

La LMA es una enfermedad fatal. En los años 70's la sobrevida a 5 años en 

este tipo de pacientes era del 15º/o. Actualmente, y gracias a los avances en su 

diagnóstico y tratamiento, el periodo de sobrevida a 5 años se ha. incrementado 

significativamente, sin embargo continúa siendo bajo (apenas del 40%). 

Con la finalidad de desarrollar terapias más efectivas, en la última década 

se han descrito características importantes de la enfermedad y en particular de la 

biología de las células leucémicas. Con base en estos conocimientos, se ha 

postulado la presencia de subpoblaciones de células leucémicas con diferente 
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grado de maduración y se han identificado aquellas más primitivas y que al 

parecer son las responsables de mantener la producción de los blastos 

transformados .. Sin embargo a pesar de haber. identificado·.ª ·ºdichas .~células, 

muchas de sus características funcionales aún no se conocen .. 

En el presente trabajo estudiamos en particular· dos aspectos importantes 

en la biologfa de las células leucémicas primitivas: la proliferación y la expansión 

de progenitores hematopoyéticos provenientes de pacientes con LMA en 

presencia de diferentes combinaciones de citocinas hematopoyéticas. Para ello 

utilizamos dos sistemas experimentales: a) el cultivo de médula ósea a largo plazo 

tipo Dexter (L TBMC), a partir de células mononucleares de médula ósea y b) 

cultivos líquidos en suspensión (SC), utilizando poblaciones obtenidas mediante 

un proceso de separación inmunomagnética para enriquecer en células CD34+1in

y CD34+CD38-lin-. 
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111. MARCO TEORICO 

1. Principios de la hematopoyesis 

Todas las células presentes en la sangre se _derivan de _una pequeña 

población de células seminales hematopoyéticas, las cuales se localizan en la 

médula ósea (MO). Las células seminales hematopoyéticas originan células 

progenitoras que proliferan y maduran -hacia•:_los diferentes linajes sanguíneos, 

mediante un proceso denominado: he-matopoyesis. Debido a que las células 
- .__ -_-, -~ _._ - . --· -· -- - ·- .. ·-

maduras presentes en la sangre periférica tienen una vida limitada, es necesaria 

su constante producción y para ello el sistema hematopoyético es capaz de 

regular. mediante mecanismos muy complejos, los procesos de expansión, 

compromiso. proliferación y sobrevivencia de· 1as células hematopoyéticas (Till y 

McCulloch, 1980). 

La médula ósea es el órgano en el que tiene lugar la hematopoyesis 

durante la etapa adulta (Trentin, 1989), para locuarcuenta conuna red de células 

estromales (fibroblastos, macrófagos, células- eílcloteliales y adipocitos) y células 

accesorias (monocitos y linfocitos) que produce;·~- citocinas y proteínas de matriz 

extracelular. En conjunto. estos elementos conforrr{élb 1() q~e se denomina como 

microambiente hematopoyético. en el cual -·l~s 6é1~1~;,. ;h'ematopl:>yéticas son 

capaces de proliferar y diferenciarse hacia, los 'distintos linajes sanguíneos, 

mediante el contacto directo con las células estroí1113les o por iílfluencia de las 

citocinas y matriz extracelular presentes en dí~t{i;.r¡'.,·ícrci~mbie~te (Nicola; 1989): 

Entre las citocinas producidas por las células'.d~l-microambiente; exist~n algunas 

que actúan predominantemente como estimuÍado~as de l~hen1atopoyesis;~otras, 
en cambio, actúan como inhibidoras de este"proce~o.-En,'ca'ridi~ioríes!'iC>rii,a1es; 
existe un balance entre las citocinas estimuladoras e inhibidoras: lo ql_'i"e; d'a é:omo 

, .. ", -, ,_ 

resultado la producción controlada de células_sanguí11eas. - , 

Las células que forman el sistema hemato~~y~úcci.~_e:J:JuedE3~ agrupar· en 

cuatro compartimientos: El pri~ero _de.- ellos correspÓnde}á' 1~~ células s€lminales 

(CSH), con capacidad de áutorrenovación y de dar <:>~;~e~ a todas la~ células de la 

sangre durante la vida del individuo (McCulloch.''199'3; Be~ardi et al, 1995); éstas 

constituyen el 0.005% del total de células en la médula ósea. El segundo 

compartimiento corresponde a las células progenitoras (CPH), incapaces de 
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autorenovarse y con caracteristicas de pluripotencialidad, bipotencialidad y 

monopotencialidad (Ogawa et al, 1983); en conjunto, las CPH_ constituyen el 

0.15°/o de las células de Ja médula ósea. El tercer comp_artimiento_comprende a las 

células precursoras reConocibles por su morfologia y que corresponden a >99.5°/o 

de las· células-.presentes en Ja médula ósea. Finalmente, las células maduras 

circulantes_ (cuarto compartimiento), que representan _ el último estadio de 

difer€lnciaciém de - los elementos hematopoyéticbs (Figura 1 ). Este modelo de 

clasificación i_ndica que existe una jerarquía hematopoyética, en donde las células 

seminales son Jos elementos más primitivos que dan Jugar a la formación de todos 

Jos constituyentes del sistema hematopoyético. 

Tanto las CSH como las CPH tienen una morfología linfoblastoide, por Jo 

que no es posible distinguirlas a través de microscopia dEl l~z.-Sin ~ml::iargo, su 
. ··. 

identificación, purificación y caracterización ha sido posible. mediante estudios 

inmunofenotipicos y funcionales. Ambas pOblacioneis celulares expresan el 

antlgeno CD34, una glicoproteina transmembraria1:: que p·articipa en Jos 

mecanismos de adhesión celular (Healy et al, 1995). Las CSH, además, expresan 

el antígeno CD90 (Thy-1) y carecen de Ja expr~-~ión de,ot~as ~6Jéculas, tales 

como CD38, CD45RA y CD71 (Craig et al, 1993; Mayani y. Landsdorp, 1994). 

Conforme las CSH se diferencian y dan - Jugar ~--.Ja fCJ~;,,~ciió~<de las CPH. 

adquieren Ja expresión de moléculas como CD38, CD-45RP;_~C_J:?71/YOtras más, 

pertenecientes a linajes específicos, por ejemplo, CD4- y' CDa.-•--e;n•Hnfocitos T; 

CD19 y CD20 en linfocitos B; CD15 y CD33 en células mi~íbid~~; CD41 y CD42 en 

megacariocitos (Terstappen et al, 1991 ). 

Existen, actualmente, diversos métodos -funcionales pa'ra ·1a identificación y 

cuantificación de las c.SH. Entre éstos, destaca el sisÍÉ:liii~ ifi;J¡~o-qu~ identifica a 

las células con Ja capacidad de reconstituir, en su totalidad.}y,: a largo plazo, el . .-... , ·, 

sistema hematopoyético de ratones con inmunodeficieriCiáisévera combinada 

(SCID, por sus siglas en inglés; Kamel-Reid y Dick, 19S8).;E~tk:niód~lo consiste 
' - - - : .· . · .. · - ' - ·.' • ·;,e;.-. . . • ' . - .. ;-·; :o,-'•,','; '-~- , ... ~,.: _•. ' ,: , . . • ' 

en la radiélción slJbletal de rafones SCID y la inyección irífra'l/!=iriC,S._a.de las células 

hematopoyéticas humanas, dentro de las que se encuentran' las' cé1ú1as seminales 

y progenitoras. Generalmente se requiere de la administración de factores de 

crecimiento hematopoyéticos humanos, como el factor estimulador de colonias de 
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macrófagos y granulocitos (GM-CSF) y la interleucina-3 (IL-3), entre otros, para el 

óptimo desarrollo de las células humanas en el microambiente medular del ratón 

(Dick, 1996). Las-células •con .. -la .capacidad •. de. recoristituir. la,.hematopoyesis 

reciben el nombre -de cél~las repobladoras de rátones SCIÓ(SRC; por: sus siglas 

en inglés) y representan •• e~:la act~alidad; la-mayoraproxim~cié>n a la;, CSH de 

entre los distintos tipos celulares"- h~rn-atopoyéticos caracterizéld6s o=igura 1 ). 

Por otra parte, se han• identificado células que inici~h y mantienen la 

hematopoyesis in vitro a -1árg() -pla~o. al ser cultivadas e~ pre~encia de capas 

adherentes de fibroblastos que funcionan como soporte. de crecimiento. A estas 

células se les denomina células iniciadoras de cultivos a largo plazo (L TC-IC, por 

sus siglas en inglés), y se caracterizan por su capacidad para generar CPH por 

periodos superiores a las 5 semanas de cultivo (Sutherland et al, 1990). Estudios 

realizados en ratones SCID, han demostrado que- después: de 4 semanas de ser 

transplantadas las SRC, se detecta la aparición de las L TC~IC, debido a ello se ha 

determinado que estas últimas son células meno~ primitivas que las SRC (Figura 

1) (Dick, 1996; Cashman et al, 1997). 

En cuanto a las CPH; su identificación<Y cuantificaciÓn.son realizadas por 

medio de métodos más sencillos; básicamente,. á fra\/és de su capacidad para 

formar colonias hematopoyéticas en cu'1uvossen=iisólidos (metilcelulosa o agar). de 

ahí que sean conocidas t:;orlÍo; éélúla~ f~r~adoras -de-__ c61onias (CFC; Metcalf, 

1977). 

2. Microambiente herriatopoyetico 
-' ··--·.· - '-

Como hemos'...;,encionado el microambiente hemátopoyético (MH) es una 

estructura tridiménsional cC>mpleja altamente organizada qUé regula la localización 
. ., . ·.. . .. 

y la fisiología de las células hematopoyéticas, el cúalconsiste_en una red local de 

células del estr6rna, células accesorias y sus prodlJcté:>s (mat.riz extracelular y 

citocinas) (Mayani et al. 1992b; Perkins y Feishman, 199a): 
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SRC 

LTC-IC 

CFC 

PRECURSORES 

CELULAS MADURAS 

FIGURA 1. Esquema de los compartimentos celulares en la hematopoyesis 

normal. El sistema hematopoyético está constituido por 4 compartimentos: (i) 

células seminales; (ii) células progenitoras; (iii) células precursoras y (iv) células 

maduras. Tanto las SRC (células repobladoras de ratones. ~91J:))::como las L TC

IC (células iniciadoras cie cultivos a largo plazo) están c~mprenclidas dentro del 

compartimiento de las células seminales hematopoyéticas::l..as, CFC (células 

formadoras de colonias en cultivo) corresponden al compartimieritode .las células 

progenitoras (Tomado de Montesinos y Mayani, 2002). 
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Las células estromales son residentes permanentes de la médula ósea y 

además de ser un soporte físico, sintetizan y. secretan citocinas y moléculas que 

forman partedela'matriz-extracelular,_-necesarias_para. regular. la autorenovación, . - ' . - - -

diferenciación, madurádón y migración· de las células heinatopoyéticas (Maya ni et 

al. 1992b). Las células del :e~troma -inclúyen: células reticulares, macrófagos, 

células endoteliales~ \idipocito~ y osteoblastos (Russell, 1996). Las células 

reticulares (~dvemtici~s y 'fibroblásticas) representan el componente_ más 

abundante del MH ta~t~ in::-~ivo como in vitre. Las células adventicias están 

localizadas in vivo alrE!dedor de los sinusoides venosos y su papel principal es el 

de regular la migración- -dé .las células sanguíneas maduras de la médula a la 

circulación. Por su parte,_ las células fibroblásticas sé encuentran en contacto 

directo con las céluias. granulocíticas inmaduras y son el componente más 

abundante en losL TBMC; además tienen la capaéi,dad de producir citocinas como 

GM-CSF, factor estimulador de colonias de grar1ulocitos (G-CSF), factor de células 

seminales (SCF),. inte~leucina 1 (IL-1) e inteífleucina 6 (IL-6) y moléculas d~ la 

matriz extracelular como la colágena tipo 1 y 111 y .fibrone~tina co6~~hkind, 1990; 

Deryugina y Müller-Sieburg, 1993). - \ .• '. 

El segundo componente celular más abundante del estro~~ d~ I~ médula 

ósea y de los L TBMC, son los macrófagos, los cuale's regul~;n_I~ ll'ematopoyesis 

tanto por interacciones célula-célula como" por),1a _ _,~~¡;f~6Íó~ de ·citocinas 

estimuladoras e inhibidoras. Entre las cÍtocin'.a¡;¡ pr6dG~id~l:i;- ~dr los macrófagos 

encontramos: factor estimulador de colonias dei~-~c~Ófaggs:(M-CSF), GM-CSF, 

IL-3, IL-1, IL-6, IL-8 y el factor de necrosis.t~m~Íral;~lf~-;(TNF-:-a.) (Metcalf y Nicola, 

1985; Rappolee y Webb, 1988). Otroi,c;o'-:"ry1p'J~~-¡,te{eitr,omal son las células 

endoteliales, encargadas de revestir 'a>los(\,/l':i~~~ sa~guín~os de la médula. Las 

células endoteliales se localizan en asociación:cón'§tros tipos-celulares como los 

fibroblastos, los adipocitos, los ~égac~iio\Sii<:JS'-~iid~r6s. Ías células plasmáticas y 
-·- ._.. . ,. . - .·-· ·--·'"'' ----•.'""<.'.-- •,' ·-·-' -~·.,-.. - ' -

las células hematopoyéticas, f6rrnan'dó·}.r_~a-.Ínteffase entre la circulación y el 

compartimento hematopoyético:L()'ant~ri6r;s~ugi8re; quelás célu.las ·endoteliales 

controlan los últimos estadios de la'· tiemai:opoyesis mediante interacciones 

celulares directas y regulando la entrada de células maduras a la circulación 

periférica. Estas células también pueden regular la hematopoyesis a través de la 
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producción de moléculas de la matriz extracelular como la colágena tipo IV y la 

la minina (Rafii, 1994 ). 

Otras células .estroma les son. los adipocitos y los osteoblastos, los. primeros 

ocupan el m~yor.espaCiÓ de la médula ósea de.los. mamíferos adultos (médula 

amarilla) y• se piensa•~Í..le proclucen f~6toresinhibidore~ clelahelTlatopoyesis. En 

los cultivo~' a largo plaz~- apar;;c.en cuando los 6ulti-'.t()ii 'son. ·~~anz~dos y .la 

hematopoyesis de6Íi~a (Mélya.ni et at,•i 992b; o"6~shkinct; '1990)'. .: PÓr: su parte los 
- - ··- : - - ·- - • - •• -· • ---··. • •• • • • -_ • • •.=e " ~- '... - ··~-· :. ._ • ~ •• •• • ; ··- ":' • : • " 

osteoblastas· secretan activamente la.matriz delhi.Jéso y'seha_ demostrado que se 

localizan en regiones cercar¡asá 1aE; c~lulas f¡~ºniatt:>l'.>.b~~~i.c:~~:r:frlíJ,i~iv~sdentro de 

la cavidad medular. Además scm .capaces dé secretcir algunas citC>cinas·como el 

G-CSF, GM-CSF, M-CSF, IL-1.····JL-6.c.facfo~cie crecimie'riti:l~tr~Fsformánte· beta 

(TGF-13) y TNF-a (lgnotz y Massagu~. 19a6; Hauschka ~t a(1986y:>· .. 

También encontramos a las células accesorias que ·s(3 /~~cúentran de 

manera transitoria en la cavidad medular, pero que regulan la• ~ema1:6'poyesis a 

través de la producción y secreción de citocinas. Entre estas célula~ tenemos a los 

monocitos y linfocitos. Los monocitos producen M-CSF, G-CSF. GM-CSF, IL~1- y 

TNF-a entre otras, mientras que los linfocitos producen IL-1 o. interferÓn ~lfa;(IFN
a), IL-2, IL-4, IL-3 e IL-5, principalmente (Rappolee y Webb, 1988; T~ompso.n et al, 

1989). . . 

En el microambiente hematopoyético además del compéme~te
0

• celular, 

también se tiene la presencia de la matriz extracelular, estruct~r~ . altamente 

organizada, compuesta de glicoproteinas, proteoglicanos y glucci~~mi~oglicanos 
que son secretadas por las células del estroma medular. Entre las funciones de la 

matriz se incluyen: la mediación de la unión celular. la. unión de factores de 

crecimiento y la inducción de la autorenovación ·y diferenciación de las células 

hematopoyéticas (Gordon, 1988). La adhesión de las células hematopoyéticas a 

las células del estroma es importante para el control de la liberación de las células 

maduras hacia la sangre. Esta adhesión está ~edi~da por ·las moléculas de la 

matriz extracelular y por la expresión de moléculas de adhesión por parte de las 

células hematopoyéticas (Blair y Thomas, 1997a). 
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3. Citocinas hematopoyéticas 

Para que se pueda llevar a cabo la hematopoyesis es necesaria la 

participación de ciertas proteínas conocidas como._citoc,inas, las _cuales permiten la 

proliferación, diferenciación y expansión de las células h¡;¡111atopoyéticas (Figura 2) 

y son parte importante del microambiente hematopoyético (Tabla 1 ). A 

continuación describiremos las características de algúnas de las principales 

citocinas involucradas en la formación de las células sanguíneas. 

3.1 Factor de células seminales 

El gene que codifica para el factor de células seminales se localiza en el 

brazo largo del cromosoma 12 en la región 12q22 (Anderson et al, 1990) y 

comprende aproximadamente 50 kb que constituyen 9 exones (Martín ét al, 1990). 

El primer exon codifica al péptido señal de 5 aminoácidos, : mientras que los 

exones 2-6 codifican para el dominio extracelular de i.mión':al receptor. El exon 7 
. · ... ·.-. 

codifica una porción del dominio extracelular y 23 aminoácidos de la región 

transmembranal. Por su parte los exones 8 y 9 codifican 23 y 22 aminoácidos del 

dominio citoplásmico, respectivamente. 

El SCF es sintetizado en dos formas, una de 32 kDa soluble y la otra de 45 

kDa unida a la membrana, al parecer esta última es la más importante dado que 

se ha demostrado la necesidad de su participación para el desarrollo de las 

células germinales primordiales que dan lugar a los gametos en el ratón (Dolci et 

al, 1991 ). El SCF en su forma soluble es una proteína de 164 aminoácidos que es 

capaz de formar homodimeros unidos de manera no covalente y además posee 

diversos sitios de glicosilación, lo cual da por resultado un peso molecular 

aproximado de 50-60 kDa. La forma dimérica del factor es necesaria_ para la 

activación del receptor y la transducción de señales (Hsu et al, 1997). Por su parte 

la forma unida a la membrana se encuentra preferentemente en su fc~i'rma 

dimérica. 

Esta citocina es _sintetizada principalmente por las células estromales: 

fibroblastos, células endote-liales y macrófagos (Heinrich et al, 1993). El receptor 

para SCF se denomina e-kit y pertenece a la __ familia de los receptores tirosina 

cinasa que tienen la capacidad de autofosforilarse (Miglaccio et al, 1991 a). 
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FIGURA 2. Representación esquemática del crecimiento _in :vi~ro de las 

células progenitoras hematopoyéticas. A, la población inici~P--es capaz de 
'=.o:-,--::'C;''º~-_:,,-.-:;;·.-,:· --,,"',-'-' -_,..;. __ , -"'"""- ... .,,,_ 

formar nuevas células; asi hay un incremento en el número(c:lf:! _óélL1.IC1s totales 

(proliferación). Las células producidas muestran caracteiístiéas·d~_-rT.a~u~abión de 

diferentes linajes hematopoyéticos (diferenciación). Sin·( eíf!i::Í~rgoj~ hay una 

reducción en el número .. de células que mantienen las .ca·ra'ctéristicas de · 1a 

población inicial. B, la población inicial prolifera y se diferer;da;.,E;firiúrTiéro de 

células que retiene las características de la población inicia~L.~e:rl"lantiene. c. la 

población inicial prolifera y se diferencia; el número de cél¿las'.ql.J~ retienen las 

características de la población inicial se incrementa (expansión). Tomado de 

Flores-Guzmán et al, 2002. 



TABLA 1 
Principales citocinas que participan en la hematopoyesis 

Estimuladoras 

SCF 

IL-6 

FL 

TPO 

IL-3 

GM-CSF 

G-CSF 

M-CSF 

IL-5 

EPO 

IL-113 

Fuente celular 

Fibroblastos 
Endotelios 
Macrófagos 

Linfocitos T 
Monocitos 
Fibroblastos 

Linfocitos T 
Monocitos 
Macrófagos 

Hepatocitos 

Linfocitos T 

Linfocitos T 
Monocitos 
Macrófagos 
Fibroblastos 
Endotelios 

Monocitos 
Macrófagos 
Fibroblastos 
Endotelios 

Monocitos 
Macrófagos 
Fibroblastos 

Linfocitos T 

Riñón 

Monocitos 
Macrófagos 
Células dendríticas 
Linfocitos B 

lnffibtdoras 

TGF-f3 

IFN-u 

IFN-13 

IFN-8 

MIP-1u 

TNF-u 

Fuente celular 

Macrófagos 
Linfocitos 

Linfocitos 
Monocitos 
Macrófagos 

Fibroblastos 
Epitelios 
Monocitos 

Linfocitos T 
Células NK 

Macrófagos 

Macrófagos 
Linfocitos 
Células cebadas 

13 

FL, ligando del receptor tirosina cinasa 3, parecido al receptor fms; TPO, 

trombopoyetina; EPO, eritropoyetina; MIP. protelna inflamatoria de macrófagos. 

TESIS CON 
FAL~.:~ f)f'._~~~~> .. _.~-:_'. .. í 
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Las células que expresan e-kit son principalmente las progenitoras 

hematopoyéticas, sin embargo. también se ha visto sobreexpresado en células 

tumorales (Toyota et al,_1993). 

Los cultivos in vitro han demostrado . que - el _SCF -- es una~ citocina 

principalmente de sobrevivencia para las··•_ células- hematopoyéticas y: con- poco 

efecto proliferativo, además mantiene a las céh:i1él·s, progenitoras en- un -estado no 

diferenciado (Miglaccio et al, 1991 b). Un aspécto importante es que sinergiz~ 6on -

varios factores de crecimiento, incluyendo I~ eritropoyetina (EPO), <31\/J-:..cS'F.· G

CSF, M-CSF e IL-3, para incrementar el. número de progenitores hematopoyéticos. 

Por otra parte, cuando en cultivos semisólidos se agreg~ SCF en 

combinación con otras citocinas. se obsefrva'n colonias de mayor tamañO y número 

celular. pero no se observa que afecten su diferenciación, por lo que se piensa 

que este factor no tiene un efecto_ en •este mecanismo, sino únicamente en la 

proliferación (Weatton y Gordon, 1996). De igual manera, en cultivos -líquidos de 

médula ósea de ratón, se ha ob~~rva'do que el SCF más IL-6 estimulan la 

generación de progenitores primitivos; mientras que la combinación de SCF más 

IL-3 estimula la generación de.células progenitoras más maduras; por su parte, en 

presencia de EPO aumenta el número y el tamaño de las colonias BFU-E 

(unidades formadoras del brote eritroide) (Weatton y Gordon, J 996). 

En estudios in vivo se ha demostrado que SCF • es.d,,:;portanté para 

mantener la hematopoyesis constitutiva. El bloqueo de e~te ta6t6r-~o~ ~~l:i6i:ie~pÓs 
" . ·.. . ., ' -, ~ ' _,, . ", ... ': , . - . ·. . . , .. 

da por resultado la eliminación de las células eritroides y miel'aides,;'asi corno la 

inhibición de la expresión de la proteína y su correspond·i~nt~,-;.eib'~~t~~~/~ri cél~l~s 
progenitoras hematopoyéticas y estromales de médula Óséa-(Og;;¡0~~:~~ al;'1 g9:j ). 

La administración de SCF solo o en combinaé:ión con G-CSF ;,,6\/iÍi~a'~~ 1'~~ 6-élulas 

seminales hematopoyéticas de la médula ósea' hacia. la s~~gre,~~rÍféri¿a; lo cual 

resulta adecuado para la obtención de células hematopoyétic;as'~~prcib~di~i~ntos 
de transplante de médula ósea (Bodine et al, 1996). 

3.2 Trombopoyetina 

El gene de la trombopoyetina se localiza en el cromosoma 3q27-28 y 

comprende aproximadamente 7 kb con 7 exones; los dos primeros no codifican a 
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proteína. mientras que el tercer exon codifica parte del péptido señal. Los exones 

del 4 al 7 codifican para una región parecida a eritropoyetina y al dominio rico en 

carbohidr?te>s (S'chnjttg~r .e.t al •. 1996) ... 

La TPO ·es sintetizada en el hígado como una proteína prec.ursora con un 

peso moleculár .de 36·kDa (Foster et al, 1994). PosteriC>r''a1 C::'orte{del.péptic:::lo señal 

de 21 aminoácidos. se lleva a cabo la glicosilación:cie.la prot~í~él:~estaf;te y con 

ello se forma una glicoproteina con un peso rnolecularciE:l<8o'-:gokb~ (Hoffman et 

al. 1996). La glicoproteína posteriormente se libéra< á 18' C:ircÚlación. sin que se 

almacene intracelularmente en el hígado. La TPo.pC>seie ~;~ita~ hropiedades no 

comunes para las otras citocinas que participé!~~ en': la'/heirT)atopoyesis. Así, es 

mucho más grande que la mayoría de los otros reg~l~~6tiJs·, heÍ11at()poyéticos y 

tiene una estructura con dos dominios distintos;· un c:Íoníinio parecido a EPO 

(residuos 154-332) y el otro con un potencial de rupturá''~roteolítica (Arg 153-Arg 

154), ambos separadas por un sitio dibásico. A la fecha, no se conoce la 

relevancia biológica del sitio de ruptura (Kato et al, 1997), sin embargo, un aspecto 

interesante es que a través de la región parecida a EPO, la TPO interactúa con su 

receptor; no obstante, a pesar de que este dominio tiene un 50% de homología 

con la EPO. la TPO no se une al correspondiente receptor de esta última y de 

igual manera EPO no interactúa con el receptor de TPO (Deane et al, 1997) .. 

Estudios in vitre han demostrado que esta citocina, purificada del plasmada 

ratas trombocitopénicas, tiene la capacidad de ser un factor estimulador de 

colonias de megacariocitos, dado que incide principalmente sobre las tmidades 

formadoras de colonias.de megacariocitos (CFU-MK) (McDonald; ·1988; Hill y 

Levine, 1989). No. obstante la inddencia sobre ún. linaje específico;· se ha 

observado que· TPO sinergiza con. E(=>O :para:. incr~ment~r 1~>~;oliferación de 

células progenitoras eritroides in vitre (Kau!:iha,ns¡ky et.~I. j~9s; ,·1'5obayashi et al, 

1995) y también con IL~3 o SCF para ciumentar·élinÓm~ro,,de,~difererites tipos de 

colonias hematopoyéticas en culti,;<:JS 5~ri;;5~1j~c:J~:/ids1.~~~:h~~b;~tjuellas derivadas 

de las unidades formadoras de colonias\d,e gránljlodtos"."ef"ifrocitos-macrófagos

megacariocitos (CFU-GEMM) (Ku et'a{f :(g'ga)'.'Ad~~~'.~ '~;, ~IJÍti~~s en suspensión, 

la adición de TPO y SCF da lugar a la expansión del número total de células 

hematopoyéticas. de las unidades formadoras de colonias de granulocitos-
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macrófagos (CFU-GM) y CFU-GEMM en comparación con SCF solo, e incluso 

dichos incrementos son mayores que aquellos observados con IL-6, IL-11 o G

CSF (Kobayashi etal;c_1996).~ 

Dos lineas. de evidené::ias . sugieren que los efectos . in vitre de TPO 

correlacionan con sus propiedades .iíl vivo. Primero, la administración e¡xógena de 

este factor en ratones normales, incre_mentan el número ·tofalde BFU-E, CFU-GM 

y CFU-MK en médula ósea y bazo (Kaushansky et al, 1996). Segundo, la 

eliminación genética de TPO o su receptor {producto del p~oto'-oncogen c-mpl), se 

asocia con una disminución substancial en el número de todos los· tipos de 

progenitores hematopoyéticos, incluyendo los pluripotenciales (Alexander· et al, 

1996; Carver-Moore et al, 1996). Estos resultados señalan la importancia de· esta 

citocina en la regulación de la hematopoyesis a partir de la estimuláción de las 

células primitivas. Debido a estas caracteristicas, TPO es ·el regulador primario de 

la megacariopoyesis y de la producción de plaquetas. 

3.3 FLT3-L 

El factor denominado FL T3-L fue identificado a _partir. _de estudios 

relacionados con su correspondiente receptor conocido como. FLT3, el cual se 

aisló utilizando un fragmento de DNA dirigido contra el receptor d.e. M~CSF (c-fms), 

lo que llevó a la identificación de una porción de la se~uencia _a la que se 

denominó flt3 (fms-like tyrosine kinase 3, en inglés) (Rosnet et al, 1991 ). Una 

forma soluble del receptor flt3 se utilizó para clonar su ligando, el FL T3-L ó FL. 

Posterior a ello, el grupo de Lyman buscó en una vari.edad de líneas celulares la 

expresión de un ligando sobre la superficie celular .~úe füera capaz de unir al 

receptor soluble, de esta forma se identificó una línea-. de células T de ratón que 

específicamente unió al receptor soluble. El.lig~ndo fue clónado posteriormente a 

partir de una librería de expresión de DNA corílple;,rieí~t~~io'(Lyman et al,.1993). 

El gene que codifica para FLse. io~aliz~~r1~·e1};~omosoma.19.en la región 

19q13.3 y es de aproximadamente 5:9 Kb.y;;~¿;ri,'~'r~hcie;'ke~ones~ los· cuales 
' ' .' ,· ,' ,.,, .. :._. -- - ·.- ·.---.--··-- ,. •,;• ""··"<.'"""·-"· ..... ···'"- .. - ..... _ '.' : 

codifican para la proteina que está constituida por un péptidc:i señal de 26 

aminoácidos, un dominio extracelular de 161 aminoácidos, uno transmembranal 

de 23 aminoácidos y una región citoplásmica de 30 aminoácidos. El FL es una 
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cltoclna homodimérica unida de manera no covalente, que se puede expresar de 

dos formas: .unida a la membrana citoplásmica y también ·soluble (Lyman y 

Jacobsen, f998). - La proteína unida a la membrana·-consiste de- un -dominio 

citoplásmico corto con estructuras similares a los facfores:ºscFy'M-CSF>: 

FL está ampliamente expresado en casi tóc:lós'los tejidos .qJe: se -han 

estudiado, aunque en particular se han detectado altos _~i;je1eE;;:d13 su .RNAm en las 

células mononucleares de sangre periférica (Lyman .e;t .. ~1. 1994 ): E1 r~~eptor ·para 
. ·.·-· -- -· " . ' . - . / - ' : . 

esta citocina se localiza principalmente en ·:células progenitoras y ·precursoras 

hematopoyéticas. 

Estudios in vitre han demostrado que ~~fa(;itoci~aié~-muy lrnpórtante en la 

proliferación, sobrevivencia y diferenciación·dE;;célulá~~~ri.'.niti~él~·h~matopoyéticas, 
aunque su capacidad estimuladora es muy débil d..1a-~c:lo a-c;túél. individualmente. 

Sin embargo, en presencia de otras citocinas hemát()poyéÚcas tales como IL-3, 

IL-6, IL-11, IL-12, SCF y GM-CSF aumenta 1~\es~Ú~sta de manera sinergística 

(Hudak et al, 1995; Jacobsen et al, -199~; Ramsf.iell et al. 1996). Estudios 

realizados con sangre de cordón umbilicci1 hari' demostrado que las células 

hematopoyéticas cultivadas en presencia de FL,: SCF,'TPO e 1 L-6 son capaces de 

repoblar a ratones SCID (Piacibello et al, 20()0) y que en dicho mecanismo el FL 

induce en células CD34+CD38- su ent~ad~ a-ciclo celular (Haylock, 1997). De 

igual manera otros trabajos indican ¿¿•~ i=Í.::~ii~tÚ~ sinergisticamente con G-CSF 

para aumentar la formación dé cC>1011iEis'~~o'~enientes de hígado fetal humano 
·;,- __ 

(Muench, 1997). 
• ' ~:.. - - • ;.' > ;~ ,' -_~:. -

Se ha demostrad6 que_ .. la;Tadníiñi_st·f'.'a'ciÓ:n~-i-~~--V¡~.1.o·:dé FL .. -~-d8:p.O~í.;~reSUit8d0 Un 
• '' ' • !• - , . -.'.._ °' ' ,,,.•, O ··-:: ~·: •- '_·•• • _-, - :, O - -<" O-·• ¡•• > -, -~ ,.oT·-,_·---: '" --- '• • ' •. 

incremento significativo en e1 ··m:u~e'm c:lé céh.llashema\opC>yética~ en la médula 

ósea. bazo, sangre periférica; hig~bJ(,':ynÓd~l~~1i~té1:i~o~(Ly~~n)1ª9a). Adem~s. 
sinergiza con G-CSF aume'ntar;ido 1C:': -\xpáj,sión: 'de/ ·c:;é1ul~:i;;; seminales 

:~:::;:7:;;c~~~::~:::z~jf ~¿rf;~í~~~g~f~~~~~$~~~f~tt~¿~&f If :::~~~ 
basófilos en sangre periférica. P~~ otrap~rte, el trat~miE:lnto con FL resulta en una 

acumulación significativa de células dendríticas funcionalmente activas dentro del 

tejido linfoide de ratón (Shurin et al, 1998). 
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3.4 lnterleucina 6 

El gene que codifica para IL-6 tiene una longitud de aproximadamente 5 Kb 

y contiene 5 exones y 4 infrones y sé loCaliza -en_el cromosoma Ten la región 

7

P

21 <~:ni~~=:: ª~~:9:r~¡eína de 122 ami~oáci~:c;rgli~osilados en las posiciones 

73 y 172. Se sintetiza con10 una proteína pr!;léucr~6r¡j·de 186 aminoácidos y se ha 

observado que almencis' existen 5 diferentes-formas moleculares de IL-6 con una 

masa molecular' de entre 21 y 28 KDa, las' cu~les se expresan en monocitos 

debido a alteraciones postraduccionales ·como:.la ·glicosilación y la fosforilación 

(May et al, 1988). Se ha demostrado que la- IL-6 tiene cuatro regiones distintas de 

importancia funcional: a) una región que se une al receptor; b) dos regiones que 

se unen al receptor pero que no son capaces abtivar:'señales de transducción; y c) 

una cuarta región que no solo es incapaz de; lnd<uci/señales de transducción, sino 

que además antagoniza la proliferación depe_ndier\t~·de IL-6 (Ehlers et al, 1994). 

La IL-6 es producida por linfocitC:Ís ·" T,' monocitos, megacariocitos, 

fibroblastos y también por células tumoralei~ ú-J¡~-i e(al,· 1996; Crichton, 1996). Está 

considerada como uno de los miembro;;,. ~ás.;i;pleiotrópicos del grupo _de._ la 

citocinas y es una de las moléculas -~ás importantes en integrar respuestas 

fisiológicas en situaciones tales como '1a~c:iciieÍl~a' del organismo en pr6~~~os 
-· ,'· ,; .. - : - -:--.-,-'e'· .. 

infecciosos. Esta citocina es producida por:-uríá varieidad de células después. de 

ser estimuladas, tal como ocurre en · u~'a''- infección, un trauma . o uri·-' reto 

inmunológico (Tilg et al, 1994). >} · . .· ·-·. • i .-.· .. _ 
El receptor para IL-6 de alta afinidad prel:;enta dos subu,nida(j~s'.:-~_y ¡3que 

se asocian con una glicoproteína de membrana (gp 130); delspué~:~~-~Lle di~has 
subunidaddes se unen a su ligando. La protelna gp 13Ó funéiona cómo una 

subunidad de señalización que no interactúa con la IL-~-Ó5is,l)·iry,~to; 1992). 

Estudios in vitre han demostrado que la IL-6 induce':ia''.diférenciación de las 

células B que han sido previamente activadas, para pro'c:lJbi'r\11Íriu~oglobulinas; sin 

embargo en células B que no han sido activadas, la-IC~a-116 es 6apaz de estimular 

la liberación de inmunoglobulinas (Muraguchi et al, 1988). Al respecto, se ha 

observado que la IL-2 estimula la capacidad de respuesta a la IL-6 en las células 

B, para la producción de anticuerpos. Además la IL-6 sinergiza con la IL-1 para 
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estimular el crecimiento y diferenciación de las células B de ratón activadas con 

sulfato de dextran (Vink et al, 1988). 

, be iguaf m'éú1erá. la 1[~6 esta involucrada en la activación; c::recimiento y,, 

diferenciación.de ias células T (Houssiau y Van Snick, 1992). lnduce'la expresión 

de la cadena a del receptor para la IL-2 en las células ;T,>por io qGe ·su 

participación es importante en la proliferación de estas célula~· (Uyttenhove ·et al, 

1988 ). Además aumenta la respuesta de los ti mocitos á la' 'd L:24 ¿ indJce ·la 

producción endógena de IL-2 en estas células (Hodgkin et al. . 98B). be igual 

manera interviene en los procesos de maduración de los megacariocit~s y en el 

desarrollo de los osteoclastos (Muraguchi et al, 1988; Van Sni~k;': 199o:'_wi1Úams. 

1991 ). En el sistema hematopoyético, promueve a las células~C.seH11in~les 
hematopoyéticas para que entren al ciclo celular y junto con la IL~3:p'romueve:su 

crecimiento. También actúa sobre células progenitoras como las CFÚ-¿i\.íi/··e·~ ias 

cuales estimula su maduración y proliferación (lkebuchi et al. 198°7;,~ey.Vilcek, 
1989). 

Estudios in vivo han demostrado que la IL-6 participa de manera importánte 

en la reabsorción de hueso (Ershler et al, 1997) y en la lipogéne~'is" he,pá~ica, 
incluso se ha visto que dicho efecto también es estimulado por 131 :,i-r-:u:=. :Sin 

embargo debido a que la IL-6 es inducida por este factor, se :~j;,;;.:¡'~¡;;, q~e la 

formación de tejido graso podría ser mediada por IL.:.6 (Grunfeld e(~,;ú,'1990).Por 
otra parte se ha observado que la administración de. IL-6 ínhibéel ér~'c:imi~l"lto de 

carcinomas, incluyendo el de mama y el de ovario (Reve(1, _1e92);. 

:--. ·_._·,.:_ 

3.5 Factor estimulador de colonias de macró~¡;¡gosy 'g'r~l1u1Ócitos i < 

El gene para GM-CSF se localiza en el cró~osor;;a~'.~~Í~r~gíón 5q31.1 y 

comprende 4 exones que abarcan 2.5 kbp deÓf-)A:;,L_~''.s'~~ú~licia\que codifica 

:::id:s:ear=~~:r~o~~~:p~e~=~~~~:::a~::~d~=~l,~~~Í~t~~~~~Jcj~~$1~lt;~1'.e~9;:)7a 
El GM-CSF es una proteína de 127··· arríinoácÍdosfque, contiene. una 

secuencia llder de 17 aminoácidos, dos puentes di~lllf~r6 int~amoleculares y dos 

sitios potenciales de N- y 0-glicosilación. El peso molecular es de 18-24 KDa en 

su forma glicosilada (Nicola et al, 1985). 

_____ ,, _______________________ _ 
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El GM-CSF fue uno de Jos primeros factores en ser descrito, purificado y 

molecularmente clona.do. Su nombre de~iva de la capacidad para estimular la 

proliferai::ión ydife;re-nci1'{ción-Cle granulocitos y macrófagos-en cultivos·semisólidos - -

a partir de células;de:médula ósea (Heyworth et al. 1990). 

El GM~csf=3~~ pmducido por diferentes tipos celulares<: entre ellos Jos 

fibroblastos; c'élul~s endoteliales, monocitos y linfocitos T (Metcalf'y Nicola, 1995; 

Shannon et al; 1997). La síntesis del GM-CSF gene~alment~ . r~q~iere. de la 

estimulación' d~ Ja ~él u la productora por otros factores tales como: agentes 

inflamatCJdo:S, señales mitogénicas y antígenos. Esto sugiere que durante algún 

proceso cie:;;·í~fecciÓn bacteria! en donde se activan linfocitos T y macrófagos, el 

GM-CSF-pr6duc.id~. por estas células aumenta Ja producción tanto de macrófagos 

como de g·r~ri¿16~itos. Se han desc;~itci r~c13~tore~ de baja y alta afinidad para el 

GM-CSF, ambos con un pesa· de _50-70 kDa (Kitamura et al, 1991; Sato et al, 

1993). 

Como hemos mencionad() el c3M-CSF actúa de manera selectiva sobre los 

progenitores CFU-GM para estimular su diferenciación in vitre hacia macrófagos, 

neutrófilos y eosinófilos, sin embargo. también es capaz de estimular a 

progenitores eritroides y megacariociticos. De igual forma el GM-CSF también 

activa a células maduras como Jos ma~rófagos·. incrementando el proceso 
- '· . ,-e-,·_ 

oxidativo respiratorio y a los neutrófilos aumentando su capé:lcidad .de fagocitosis 

de bacterias y levaduras (Grant y Heel, 1992; l\lletcalf y Nicola, .1995). Ade.;,ás, 

estimula la liberación de citocinas secund~ria~ er( estas cé1u1<óis. J~iit cÜaJes 

incluyen IL-1, G-CSF y M-CSF de Jos neutrófilosy TNf. IL7 1; IL-6, G-CSF y M

CSF de los macrófagos (Grant y HeeJ;·19e.2;.'J\!1etcalf y Nicola, 1995). 

Por otra parte, el GM-CSF es ~apaz de inducir la proliferación y 

diferenciación de células dendríticas. ~Ú3JCJid~s involucradas en la presentación de 
.. · ·: ._. '.· -~ . ·' ,.• 

antígenos a las células linfoides, eJJO:en forma conjunta y sinérgica con TNF-a 

(Metcalf y Nicola, 1995). De iguaL'm~nc:ira. este factor participa en la respuesta 

inmune mediante Ja inducción de 1<ói e-~kre.si_ón de moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad Clase 11 y de los receptores Fe tanto en macrófagos como en 

células dendríticas (Witmer-Pack et al. 1987; Jonuleit et al, 1996). Debido a lo 



21 

anterior, este factor tiene un papel muy importante como mediador de la respuesta 

inmune. 

Estudios in vivo han demostrado que el GM-CSF juega-uncpapel importante 

en la activación delos macrófagos alveolares del pulmón,· los cuales-de esta forma 

participan en las reacciones pro-inflamatorias qUS se Ílevan acabo en est'e; órgano. 

De hecho, se ha visto que al administrar GMcCSF tanto eri ratones cc:imc:i en 

humanos, se lleva acabo una respuesta fisiológica bifásica, la cual consiste en una 

disminución rápida en el número de leucocitos en la primera hora después de la 

inyección, ello debido a su acumulación en la región ___ pulmonar. A continuación y 

dentro de las siguientes 2 a 4 horas, el número de células iniciales se recupera y 

posteriormente se da un incremento progresivo en el número de neutrófilos, 

eosinófilos y monocitos en circulación (Metcalf y Nicola, 1995). Debido a estas 

propiedades, el GM-CSF se ha utilizado a _nivel clínico en la recuperación de las 

cuentas leucocitarias en pacientes con cáncer que han recibido quimioterapia 

(Armitage, 1998). 

3.6 Factor estimulador de:colÓnias'C:te•granulocitos 
"'<1.;' •. . : 

El gene de G-CSF se encUentra en el cromosoma 17 en la regron 17q21-

q22 y comprende 5 exones yA intrones (Kanda et al, 1987). El genecodifica para 

una proteína de 23 kDa, en\cuya-:estructura se encuentra-ún péptido señal de 

secreción de 30 aminoácidos, y dos puentes disulfuro eritre Jos aminoácidos 

Cys36-Cys42 y Cys67-Cys77(Lu et al, 1989). La proteína puede estar glicosilada 

con los azúcares N:-acetilgalactosamina y _ácido·_ N-acetil neuroaminico en la 

posición Thr 133 (Oheda. et al, 1990). La importancia fisiológica de la proteína G

CSF radica en el mantenimiento homeostático entre proliferación y/o 

diferenciación .de células granulociticas y sus precursores. Esta proteína está 

presente en E:lli~ÜercJ'sarigufneo y puede obtenerse de medios .condicionados 

provenientes efe varios tipos-celulares (Metcalf, 1989). 

El G~CsF e~ producido por células estromales. macrófagos, fiÍ::írotilastos. 
· .. ,····". . . ·. - i :.-

células endoteliales y por algunas células tumorales (Arai et al, 1990). Este factor 

tiene un receptor de alta afinidad de 130-150 kd que se presenta principalmente 

sobre células mieloides maduras e inmaduras, específicamente del linaje 
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granulocito-neutrófilo, así como en células endoteliales y en algunas lineas 

celulares como la HL60 de leucemia promielocítica (Begley et al, 1987; Bussolino 

et al, 1989). 

Estudios in vitío demostraron que el_ G-CSF es capaz de estimular la 

formación de colonias_ de granulocitd~ en cultivos de células de_ médula ósea en 

medio semisólido, de hecho su nt;rnb.re se _debe a ésta capaóidad (Nicola et al, 

1983). A diferencia de otros fact6res estimuladores de'cCJlo.nias CCJmo _GM-CSF e 

IL-3, el G-CSF es especificó para las células de linaje granÚlocitico. Sin embargo, 

a pesar de inducir la activadón, función y so_brevivénC:ia de las células del linaje 

mielocitico, esta citocina es·-capaz de incidir en otros tipos celulares como los 

epitelios y fibroblastos para producir citocinas :;¡ecundélrias e inducir la migración y 

proliferación de células endoteliales (Bussolino eLal.<1991). En los neutrófilos 

incrementa tanto su actividad fagocítica, la producc;ión cji;) aniones superóxiclO, así 

como la citotoxicidad celular mediada -por ~-nticu~;po~- en~ 'contra'-• de cél~las 
tumorales. Por otro lado, actúa como u~factorqi'.ii~Íofactic() al rÍlduci/1á nÍigraciÓn 

de leucocitos a través de un filtro- de riitroce'1u1é:>~~;·ciigha actividad ese considera 

importante durante el reclutarni~ni().ae·~~uÜÓ~lo~~(,~c;¡~·{¿¡~-s:rtiÓs'•¡j~\nfla~ación, 
amplificándose la resistencia_ en contra de'bi~itci~-;;.;~c;rite~ ~Íc~obia~o~ nÓcivos 
(Wang et al, 1988). . -<·-;_/> - - -,,~-- -

Estudios in vivo han demostrado que el -~~~el fisiCJlóglco} de~'c3~CSF.;~s la 
._-:.,--

producción de neutrófilos. Así, en ratones a los qÜe se les ha depletac::lo;el:ien que 

codifica para este factor, se ha visto una deficiencia en la prod~~cí'ó~"¡j9;~é1ulas 
' -:o'i;.··:---:::C--".:-oO~cc_-2,• -' ~-e-''-·;_"- .co 

progenitoras granulocíticas, pero también macrofágicas; un aspe:cto·irl'lpOrtarite es 

que en estos ratones no se observa la movilización de lascé1~r'3sªra,:,:J16~rtr(;as, 
debido a la inactividad quimiotáctica por ausencia del factor (Li~s~~~~~~-f~i/1994). 

Por otra parte, el G-CSF ha sido ampliamente utuiz<:ldó-;;;Íi~l~:p:ré'cú~<:l clínica 
. . '• .. •. ,,._. ___ ,- •· ;_.·"···"·''••"":<":'.·· •. ··. 

en pacientes que han desarrollado granulocitopenia, ell(:i debié:ló C1;1c5s;tratarnientos 

con quimioterapia o radioterapia, con o sin transplarhe:_-~éi. r-ii~~~1'a'.:ós~~; así como 

en pacientes que reciben agentes• in~unos~pre,sb~esid,-~spJ°él:i::d~I- transplante de 

órganos (Welte et al, 1996). En estos pacientes el G;:CSF acelera la recuperación 

de granulocitos y disminuye el riesgo de infecciones severas por hongos o 

bacterias. 
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Por último, un aspecto importante de aplicación del G-CSF, es que este 

factor tiene la capacidad para movilizar células seminales y progenitoras 

hematopoyéticás haCia la sángre-páriférica,-las cüales··pueden-·seréobte_nidas y 

utilizadas en los transplantes dé médula ósea (Sheridan et al, 1992). ~ 

.•._:: ··, 

3.7 lnterleucina 3 ·-···. -· · · 

El gene de la IL-3-:se•localiza en el cromosoma 5 en;Ja ~e~\~-~ ·5q23-:q31, 

muy cerca de la región ._ qi:;e codifica para el GM-CSF (~e~os' de 1. kb de 

separación), con el cual ca'm~~rtf3n al~unas secuencias de reg~l-cÍciÓ~.EI. g~~~ que 

comprende 5 exones y: .• { int~one~. codifica para una glicopr~t~íh¡,; de 133 

aminoácidos con un peso : molecular de 15-25 KDa. La IL-3 ~s •:Lln~ proteína 

globular muy glicosilada;' principalmente a través de.· ."1~Úí::ares N

acetilgalactosamina y en c~y~ estructura se distinguen 4 hélices ~lf~: que son 

importantes para la interacción con las cadenas beta de su correspondiente 

receptor (Feng et al, 1996). 

La IL-3 participa en la regulación de la producción de la mayoría de las 

células sanguíneas incluyendo macrófagos, megacariocitos, célula_s :cebadas, 

eosinófilos. neutrófilos, eritroblastos y precursores de células T y B (HapE;ll et al, 

1985; Palacios y Steinmetz, 1985). La fuente natural de este factor pleiotrópico 

son los linfocitos T activados (Kelso·y Metcalf, 1985) y algunas líneas:celulares 

como la UCD-144-MLA de células T, que produce de manera coristitutiva altos 

niveles y la cual se utilizópara clona; el gene en 1986 (Yang efal, 1986).\ 

Estudios in vifro · han demostrado que la IL~3 estimuiaie1 .crearniento, 

diferenciación y sobrevivencia de células seminales ti~¡;;;;~t6poyéticas 
pluripotenciales, así· ~b~o -•• t~~bien de pro~enitore~ rryl.hfipC>t~nciales y 

comprometidos .a un ~lin~j~ d~te~minaclo.La JL~3. ~[J13~e;~;.i~tÍw~l~r¡ac:céÍulas 
progenitoras hematopoyéticas para ·inducir.la Jo.r~ación de:coío'nias';C:te; eosinÓfilos, 

neutrófilos, macrófago~.: megacariocitos~ -céluf~stce_.tl_'adas{ie3rif_ro_ Icie~ (lhle ~(al, 
~ ·<' 1983). - - . ,- . .' ',_·· ') ._:;··:--· . '--: .. ¡>"'_ !:,-~ -" .·:;; - .' 

En combinación con otras moléculas cómo el ligando de CD40, IL-3 puede 

estimular la producción de células dendríticas y mantener el crecimiento de 

progenitores de células B. De igual manera, esta citocina puede afectar 



24 

indirectamente la proliferación, diferenciación y función(es) de células mieloides 

con un mayor grado de maduración, por ejemplo. induciendo la expresión de 

receptores para M~CSFen'precursores de· macrófagos y además· incrementando 

la actividad fagocítica en macrófagos maduros (Chen et al,· 1988). Se ha postulado 

que IL-3 y GM-CSF tier113íl ~ctividades biológicas similares; sin embargo, se ha 

demostrado que IL-:3 ,induce la proliferación de progenitorésh_eniatopoyéticos más 

primitivos que aquellol:i e~timulados por GM-CSF (Koike et a(198'7) . .. 
La función de. IL~3 en el organismo es ser un de los elementos de unión 

entre el sistema inm~ne y el sistema hematopoyéticC>: Asi,. la síntesis de IL-3 se 

induce en células T.i debido a su activación por la presentación de péptidos 

antigénicos. De hecho, la producción local de IL-3 por estas células en los sitios de 

infección podría liervir para reclutar y activar a dt~os tipos celulares en estas 

zonas (Metcálf. et , al; 1986), de tal forma q·ue : 11...-3: pudiera ser una citocina 

imp0Ítant13: en\· la régulación de la hematopoyesis en los casos de estados 

fisiológicOs~ alteradOs;' en los cuales se necesita l.lna producción adecuada de 

células compe?t~nt~¡;¡~· 
De ·iguaV;:nanera, se ha visto que su liberación' IOcal en mucosas o en 

nódulos linfoiett3s da por resultado la geri~~~cic'.>~>de· .células cebadas tipo 

mucoidéas; a partir de sus precursores presei~t~s ~n estOs 'tt3jido~ (Lantz et al, 

1998). Por su'parte, la liberación sistémica d~'e~G 6it<:lciíla'if1crementa el número 

de células progenitoras hematopoyéticas y· precursores el~: célul~s cebadas en el 

bazo, ·así como también se observa• Uri ' in'cremerito: en el número de 

megaca~iocitos, neutrórnos y cé1u1as cebad~s c[V,¡:iC:ti et'aY. 1~98). 

3.8 Eritropoyetina 

El gene de eritropoyetina se lo~aliza en el crcm1oso111a] en la región 7q11-

q22 y esta compuesto de 5 exories y4 intrones.(Law~et.al, .1986):La proteína es 

de 166 aminoácidos de los cu~les 27 canstitúyé~ 'eC~éptido sl3ña1 y los restantes 
- - · - - - - -··.---e·~' - ---~,.-- -· · -:-. '-e ·o-.'.;:-°'" -- ~o !!_·,-,._. __ :-·_- · -, ' - -

son la proteína nativa. Estudios fisicoquimicos.indican_ql.Je esta citocina tiene un 

gran contenido de alfa hélices en su estructura y además contiene 4 residuos de 

cisterna (posiciones 7, 29, 33 y 161) que forman dos puentes disulfuro (Wen et al, 

1993), de los cuales el más importante se da entre la cisteina 7 y 161, debido a 
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que con su ruptura se pierde la actividad biológica de la proteína. Los puentes 

disulfuro también son característicos de los factores GM-CSF. G-CSF e IL-3. La 

proteína tiené un peso--molei'<::Ulár 'aproximado -de~36-ºKDa~·· aúque·- puede~variar 

dependiendo del grado de glicosilación: . 

La EPO es una glicoprotelna producid~ - en t:¡I riñón. 

fibroblastoides peritubuláres de la corteza int~-rna y de Ía r'eigióñ" IÍ1edular el.acombe 

et al. 1988), Otro -órgano en' donde :Se prociu~~- l3~t~'·/citcJci~a~ (35 el hígado, 

específicamente por los hepatocitosy los fib~6bia~t()~ Ínt~rstlbiéll~s' (Koury et al, 
' . .. ., , '. . - - - . _. -· .·, . - ' : . , ~-. -

1991 

). La EPO estimula la prolífer~ción-~ ~iie;~~;ilcú'.>n ~~ :bélt1las precursoras 

eritroides hacia eritrocitos maduros>-sUipr6duccióÍ1 es controlada.por el número de 
,. ., '.' _., - ·- ... , · .. ·-- - . --.. ·.· '' • .. , 

eritrocitos en circulación y SU' capaéidac:Í. pará<transportar .. -oxígeno. (Busch et al, 

1988; Bunn y Poyton, 1996).cS(3h~; id~J1tific'ad\J la prese'nC::iél d~ 2 'reC::~ptores _de 

alta afinidad para esta C::itoci~.,;frúf1ode 83-95- KDay ei otro_clii; 100~105 Kda 
(Bazan, 1989 y 1990): •. ··.·.·. :e Y > -_-. 

La EPO estimula • á; lo's prbgenitores s¡:=U-E para , gerie;ar<cólonias de 

eritroblastos. Estas células"clan lugar a la formación de pro\;¡(3riÍt~res 'eritr()idesmás 

maduros -CFU~E-,. los cuáles posteriormente sÓn esti~~1<3dos': par EPO para 

formar colorÍi~s 8~que·fi~s de eritroblastos pero qúe ya'~·;¡;~~~fiiir1.:1ab~pélcidad de 

sintetizar hemoglobina y qÚe finalmente maduran hacia eritrocitos sin núcleo, por 

efecto de l3sta citocina (Spívak et al, 1991 y 1996);, En·~~;~p~oceso de maduración 

de los eritrocitos, la EPO puede sinergizar _con 6trá~'[:~it_~C::l~ás C::omo IL-1 ·e IL-3 

(Goldwasser, 1984 ). 

La función más importante de la EPO a nivelfi~iÓlógidcJes ser un elemento 

de conexión entre el transporte de oxíg(3¡,c) (3f1 '1a :Sariªt~ ~f llJl:; rl:lc¡L1l3ri111iel1tos ~e 
oxigenación tisular por largos periodos de tiei:-ií:>b:.Esto'slgnificéÍ que la prod.u.cción 

de esta citocina esta regulada por los pro;;e~~;('ci;~t,Í~p~~ici; ~~ (dohde\se pres~nta 
una mayor producción. de_ la misma, e .hiperoxiaem·cc:i6r;·de. esta,disminüyé.pebido 

a que la eritropoyetina es un factor mit6g'~~6{~~\5'g¡j~~~¡J~ricié3/s;;,p'~6é!~~~i6n es 

constitutiva y siempre se le puede dete6télr ~n el pi~sma (Spivaky Hogans, 1987). 

Un aspecto importante de esta citocina, es la regulación de su expresión en 

procesos de respuesta inflamatoria crónica y neoplasmas, los cuales comúnmente 
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se asocian con anemia. Asi, citocinas inflamatorias como IL-1, TNF-a. y TGF-J3 

inhiben la producción de EPO. mientras que IL-6 e IFNy no tienen este efecto 

cJe1kma;,n et ~I~ 1992).'. ····· 
Por úitimo, 8ociemos mencionar que la EPO se ha aplicado a nivel clínico, 

para corregirla-an~miae;, ~~fermedades 'renales severas, cc:in muy buenos 

resultados (Eschbach et á1; 1987 y .1989). : 

3.9 Factor de necrosis tumoral-alpha ···• :· , , .· . , " · ,, .... 
El gene del TNF-a. tiene un tamaño.de.3:6 ,kb y seloc:;aHza en el cromosoma 

6 entre las bandas p23 y q12; esta ubféado.a.2-ÍOkb~el lo8l.Jsc:le1 gene del 

complejo mayor de histocompatibilidad HLÁ~B·(N-~d~in.~{~1.·;;~~5). Dicho gene 

codifica en primera instancia, para una proteína inmad~/~ ~i~2;j a;,,in~ácidos que 

puede anclarse a la membrana y conservar su bioactiJj~¡;¡'d:;cGimdo la célula es 

activada, la proteína se procesa mediante un corte qÜ~ g~l'l~ra un péptido de 76 

residuos y el TNF-a. maduro se libera (Fiers, 1991 ). ·. · ... 

El TNF-a. es una glicoproteína de 17 kDa. pro~uc:ici'é:l principalmente por 

macrófagos y linfocitos, sin embargo también se pré:lc::IJc'e '.en células' cebadas, 

queratinocitos, y algunas células tumorales de colon, r+i;,;~a y cerebro (Sprigg;; et 

al, 1988). El estimulador más potente para la,pr(idúc:;ciiÓn C:le/TNé& 5'911 ios 

lipopolisacáridos (LPS) (Chen et al. 1985). ,,., , ' .. ',) " 

cual 

El receptor del TNF-a. es el prototipo clé la fanli,li~ ~~i~C::~~tor~s'de,TNF. la 

incluye el CD-95, los receptores TRAiL yo~3 eñtr~ Ótr(;'i;i (A~IÍk~na~i·Y·Dixit, 
- _'.__ e_ - • ,' _,'-'._ ,-_-,;·- • '- -~"'--'.- -:o.'.,: •. =·-·;' _ '>_•.:;•_ cf-'. ~ _-··-_:=¡:__..'.- ~ -~ "-"" ,,;·_.,:; ,._,_,.·.; .··'-_;_:_-__ .,,;~~; :._., .•. :_ - .·; : . 

1998). Existen dos formas del receptar, humano; de,;TN¡;;:-~:\:a1J11::>as,,c:li,fi7rein en 

tamaño, afinidad y efecto biolÓgico. La ,may~r: paf't~·~c:l~:Ías'~tJncio'l'l'~sfbiolÓgicas 
conocidas del TN F-a están mediádas, por, el, recepte;~ TNF-ix:;R.1r-E:1 ;T'~;;;d-R1' tiene 

un peso molecular de 55-~0· kDay'. modula larE!~pJest~.in;.¡,u§aló~ib~:·~órJ1,a1;y.al 

~:~~~~::p~~::c;~~~:rd:1;i:,:~.~~,:,tfrtz~5J~t~~~i~icLi:j~~~m5~i~f t~~:~_d:i 
TNF-a R2 pesa entre 75:sÓ kDa y á pi;isar de qÜe ·.·se 2o;:.¡Oc~ ~e'~os de este 

receptor. se ha observado que esta implicado en la respuesta proliferativa del 

TNF-a (Smith et al, 1994). 
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A pesar de que el TNF-a se describió originalmente como un inhibidor del 

crecimiento de células eritroides y granulocíticas. induce con GM-CSF la 

generación de células "i:léndríticas y·'cooperá con-1L..:3 en el reclutamiento de 

progenitores primitivos (Caúxet al. 1990,' 1992 y 1993). 

Aunque se ha,obse'rva~oún efecto estimulador en células progenitoras. se 

ha demostrado que', 'en i.::MA, el· TNF-a participa en la inhibición de la 

hematopoyésis nor~~IY~l-di'sminuir la expresión de receptores para G-CSF sobre 

la superficie .. de las células hematopoyéticas (Elbaz et al. 1991 a) y a su vez 

estimula el crecimiento del cien leucémico al incrementar la expresión de 

receptores para IL-3 y GM-CSF (Elbaz et al. 1991 b). Incluso. existen reportes que 

evidencian la secreción de TNF-a por parte de las células leucémicas (Murohashi 

et al. 1989). Al respecto, se han realizado estudios en cultivos de médu1él;ósea a 

largo plazo en LMA y se encontró un incremento en la producción-de est~ t<:lctor 

por parte de la población de macrófagos, probablemente derivados de'la' clona 

leucémica (Mayani et al, 1992a). 

A la fecha, no se conoce con precisión cual es la función del TNF in ·vivo, 

sin embargo se piensa que este factor es necesario en el organismo i)<:ira/resi~tir 
el ataque de agentes patógenos como las bacterias, hongos - ~arásitos e 

infecciones virales. Con respecto a su participación en los·· procesos de -
-. ··'·' . 

carcinogénesis, se le ha involucrado en respuestas contrarias. así ·poi: ejémplo. sei 

ha demostrado que es capaz de bloquear los procesos de tumorigénesis y 

metástasis (Lejeune et al. 1998), sin embargo hay publicaciones que indican que 

ratones deficientes en la producción de TNF. son resistentes al cáncer de piel 

(Meare et al, 1999), de ahí que la función de este factor en el desarrollo del 

cáncer, aún esta en discusión. 

4. Alteraciones en el sistema hernatopoyético 

La formación de la~icélulassanguín~as es un proceso en el cual participan 

diversos mecanismbs fin;arn~nte regulados; sin emb~rgo cuando se pres~ntan 
alteraciones puede traer por consecuencia el desarrollo de diferentes 

enfermedades hematológicas, en las cuales existen modificaciones cuantitativas y 

funcionales en las poblaciones de células hematopoyéticas. 
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De manera general, podemos agrupar a las enfermedades hematológicas 

de acuerdo a la producción .de las células sanguíneas. Así, encontramos 

enfermedades como laanemia ·a plástica, que se caracterizanipor úna~dismin..;ción 
en los niveles de célul1'1s en la sangre periférica y en la méd~la ·Ó~eél, al parecer 

como resultado de.la~cii\laciónde· células inmunocompetente~ ~ri'confr¡a•de las 

células semiríale~ pres~ntes en este último órgano (l<'.~9'3~ eÍ '31 ,••1 é7f3:~z:;;·~·~bc)s et 
-'··-:-: ·"· ---"" ·>_,.:_.- -

al, -1985 ). .-,---;~- :_~,~,.·.;._ :;¡i i./'- .:-: , ~:-, .:.~~~tC·.{ ~ .<.- :.-~--

Por su parte, · otro grupo de enferin'edades ~c::>rn(i ' 16~( síridrc::lmes 

mielodisplásicos se caracterizan por u ria ;nédula Ósea fí{pci2elul.ilr;'.. ribrmÓcelular o 

hipercelular, pero con .. cambi()s dispLésicos, 1b d.1ai d~ 'por ~:;es~lt~do una 

hematopoyesis inefectiva y. por lo tantcJ cit(,penias e~ ' s~ngr,~iP:~riié'r,i.ca(Flpres~ 
Figueroa et al,. 2002). Se ha encontrado que aprciximadame_nte.:el. 50°/o de los 

pacientes con este trastorno preser;téln cariotip<::Js án6l-n:iGl1é;;' •. 1~{~u~lsU.gierl3 que 

las alteraciones genéticas son parte importante 'en .. 1a;i.,·pa'togériesis de esta 

enfermedad (Jacobs, 1991 ). . ,, . . ¿ .:.· · '. ... 

Por último, el grupo de trastorrios he~at()IÓgicos,c,t:lu.(3 se pú~den considerar 

como enfermedades mieloprblifefativa!:i;-; ~e ·'c:aracWr-iz~? \'por. · un incremento 

excesivo en el número de c~lul~shernatop(l;éti~~!;Fp}~~13rites·il:lntc::> en médula 

ósea como en sangre perifé:s-Íca (LÍt~hrnan; '199ó)KEci'·~~t~;~rupb encc::lntramos a 

las leucemias. que por el tipo'.?e'·estirpe'c~lular,,~feCtacla(s-e.pu~den clasificar en 

:s::I:~,:~~::~::.:::~~~:¿1~tl{~<:'~~~;f ji~l1tf~~It~~~,:7.::;~;~ 
Jacobs, 1991 ). Asi, los mecanii;¡rnos que cóntrÓÍanla~pr~IÍf~racióniy diferenciación 

del clan donde se origina s~ v~n. ~f~~~~;;;rJ·~·'~fj~ :~~~l;:I~ có~f.~;e ventajas de 

crecimiento sobre las. demás• .• céÍú1as_qÚe;.pai-tióipan;eni,.1a;hemafopoyesis nói-mal 
(Fialkow et al, 1981 ). · •; .. Dy.'.':: 'L.;. \•<;-; > • <:;;._.;,'" ;:··~; '.•', · · 

De acuerdo.a un criteria:pUrarn~nté'moÍfológicO, las leucemias mieloides se 

clasifican en: a) agud~~. ~n c:IC::,r;ci;-~Jf~/~~~~t~~'·~~~·:~·::,;1:5~/c, de blastos en sangre 

periférica y más del 30% en la rnédlJla é>~~a ccél'tovsky, 1991 ); b) crónicas, con 

menos del 5o/o de blastos en sangre periférica e igual cantidad en médula ósea, 

pero con un elevado número de formas intermedias de maduración (Dreazen, 
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1988). En las siguientes secciones hablaremos de la leucemia mieloide aguda, 

que es una de las enfermedades hematológicas más agresivas y que en la 

mayoría· de' los casos tiene consecuencias·fatales; 

. -- ~. . ·. 
5. La LMA .. ·. · . . · · 

Lá LMA se püede con~iderar'corno yn trastorno clonal, originado por la 

transformación de una célula hematopoyetiC:a inmadura. El inicio y la progresión 

de dicha transformación involucran una sc::lrie d~ ca~biClS moleculares y celulares, 

que traen consigo alteraciones a distintos niveles del sistema hematopoyético, 

dando como resultado un cuadro patológico complejo y severo. Un aspecto 

importante en el estudio de este tipo de leucemia, es que durante los últimos años 

han cambiado los conceptos acerca de su biologia, lo cual se debe en gran 

medida a los avances significativos en Ja · identificación, purificación y 

caracterización de las células hematopoyéticas primitivas en las que se origina. A 

continuación presentaremos un panorama de dichos conceptos que han 

modificado la concepción de esta enfermedad .. 

5.1 Aspectos clínicos 

Para poder diagnosticar a la LMA, es necesario en primera instancia el 

análisis morfológico de preparaciones celulares tanto de sangre periférica como de 
,. .., - -

médula ósea. De hecho, la presencia de >30º/o de blastos en médula ósea es un 

criterio necesario para el diagnóstico definitivo de esta enfermedad:' De: igual 

manera el análisis de las. céll:ii'as. por microscopia electrónica,' citóqú°ímÍcaylos 

estudios de marcadores de superficie y citogenéticos, pueden dar ~~·~i~gnóstico 
más preciso (Catovsky,. 1991). Clínicamente, la LMA es u~a(·~~feir~edad 
heterogénea que comprencíei~una gran variedad de subtipo~ : (~~r"lri~t(i::it al, 

1985; Tabla 2): Lo ~~t~~ié:>r es, sin duda, resultado d~ ia'.¡, ~;¿f·i.,,;ordin~ria 
complejidad en, subiCJL~~úi, :•· 

Un. paciente con.:eista.enfÉlrrnedad, presenta una disminución en el número 

de glóbulos rojos y por conse~uencia desarrolla el síndrome anémico. De igual 

manera, también hay disminuciones en los neutrófilos de sangre periférica, lo que 

provoca que los pacientes hospeden fácilmente infecciones, la mayoría (más del 



TABLA 2 

Clasificación de la LMA según el grupo FAB* 

MO Leucemia indiferenciada 
>90% de blastos 
Mieloperoxidasa citoplásmica positiva, CD13/33 positivo 

M1 Mieloblástica sin maduración 
>90°/o de blastos 
>3º/o positivas para myeloperoxidasa o Sudan negro 
1 Oo/o de granulocitos o monocitos en proceso de maduración 

M2 Mieloblástica con maduración 
30-90% de blastos 
>10% de células granulociticas 
<20% de células monocíticas 

M3 Promielocitica 
Promielocitos anormales con granulación densa 
Presencia de bastones de Auer , 

M4 Mielomonocítíca 
>30°/o de blastos 
>20º/o pero <80% de células monocíticas 

M4eo Mielomonocítica 
Eosinófilos anormales positivos para cloroacetato y PAS 
>5°/o de eosinófilos 

MSa Monoblástíca 
>80°/o de monoblastos 
<20% de células granulocíticas 

MSb Monoblástica/Promonocítica 
<80°/o de monoblastos 
<20% de células granulociticas 

M6 Eritroleucemia · , 
>50% de células eritrocíticas 
30% de blastos no eritroides granulares o agranulares 

M7 Megacarioblástica 
>30% de megacarioblastos 

Grupo Cooperativo Franco-Americano-Británico 
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80°/o) causadas por bacterias, lo que agrava aún más los síndromes anémicos. 

Otra complicación es Ja trombocitopenía que se -manifiesta con graves 

hémOrra-gias''en-'pieJ---.y~mucosas~y-'de'Jas · más--graves-son~aquellas-cque- se

presentan alsistEOlman~rvioso•cel1tral, las cuales habitüafr~~rite ad.3tían-C::on•la vida 
de.I paciente ('L6We~b~~Q--.~t.·~·i. 1-.9~-~f~··.· ··<:-:-.·· ___ ; .~>>.. . 

La terapial:!e un- paC::ierite con LMA. t~;,,a ~n ~ue~ta tre~ ;,;~~~citos dínícos 

que deben ser tratado~ -por sepa~ado: 1) las complica¿í~nes:;~~<:>c:;i~-d~s al 

desarrollo de la erifer~edacl (anemia, infecciones y hemorragia15); 2) Ja 

proliferación de Jos .blastos malignos y 3) la recuperación de las cuentas de 

leucocitos normales. Así, el régimen de medicamentos en estos pacientes ir;icluyen 

los antibioticos de antraciclina (daunorubicina, idarubicina y _etopósi~o) ,_:y 

arabinosidos de citosina (cytarabina), Jos cuales son drogas citotóxicas•utilizadas 

para eliminar el exceso de células malignas (Preisler et al, 1987;_ Sebba11' et al, 

1988). Con el uso de estos fármacos se ha encontrado que entre el 6Ó y ?O°lo de 

los pacientes entran en remisión completa, pero el 75% de ellos re¿a-~;-; 1:e¡;ieindo 

consecuencias fatales, constituyendo así una de las leucemia~_ rné~-:-a~:resivas 
-::-::,:·: 

(Sebban et al, 1988). -,. --

Con respecto a la recuperación de las cuent~s leucocitarias, J~-ll~'ÜtiJizado 
la administración de factores de _c_rec::imierito como el GM..:CsF.' p8sterior al 

tratamiento con los agentes quimioterapeúticos, o bien, previo a:dicl1<:>_1:ratamiento 

con la finalidad de incrementar la proporción de células -transfor;iactas ~~ fase 

activa del ciclo celular, lo cual aumenta la actividad antí-leucémica de las drogas 

citotóxicas (Reuter et al, 1994 ), 

5.2 Origen clonal de la LMA 

Actualmente existe controversia acerca de la identidad de la(s) célula(s) en 

la(s) que ocurre la transformación que da lugar a la enfermedad~ Ün primerrnodelo 

propuesto a este respecto, y que por rT1uchO_ tiempo . fue considerad~ como la 

visión general sobre el origen de la LMÁ,-: es que ésta puede surgir en distintas 

poblaciones de células hematopoyétícas (Griffin y Lowenberg, 1986; Fialkow et al, 

1981 ). El estadio de maduración y el grado de compromiso de dichas poblaciones 

hacia un linaje específico, es lo que determina que la patología tenga 
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manifestaciones particulares y que clínicamente sea clasificada dentro de alguna 

de las 8 categorías descritas (MO - M7). Por ejemplo, de acuerdo a este modelo, 

la LMA- M1-se originaria .en una. población celular más primitiva que-la LMA M3. 

Igualmente, siguiendo este modelo, la LMA M5 se originaria - en. un: p-rogenitor 

monocítico, mientras que lá LMA M6 en un progenitor eritroide (Figura 3):• 

Un segundo modelo ha sido propuesto más recientemente, el cual plantea 

la posibilidad de que. en todos los casos (MO - M7), la LMA se origina<en una 

misma población de células hematopoyéticas primitivas. con el inmunofenotipo 

CD34+ CD38-Lin- (Haase et al. 1995; Mehrotra et al. 1995); sin embargo, 

dependiendo de la naturaleza de las alteraciones genéticas que se presenten. la 

clona leucémica seguirá un cierto patrón de comportamiento biológico y_ éste; a su 

vez. determinará sus características clínicas (Figura 4). La mayoría de los 

estudios reportados en los últimos 5 años. en los que se ha _ trabajado con 

subpoblaciones celulares enriquecidas, apoyan este segundo modelo. es decir. 

que en todos los casos de LMA. la enfermad tiene su origen en la población de 

células CD34+ CD38- Lin- (Dick, 1999). 

Es importante mencionar, sin embargo, que existe (al menos) una 

excepción a este último modelo: La LMA M3 (Leucemia Promielocitica; LPM). Este 

tipo de leucemia está caracterizada por la expresión del gene quimérico PML

RARa, una proteína quimérica producto de la t(15;17). que actúa como represor 

transcripcional. En un estudio realizado por Turhan y colaboradores (Turhan et al, 

1995). se observó que las células CD34+ CD38- (que incluyen a las células 

seminales y a los progenitores _más inmaduros) de pacientes con LPM no 

expresaban el gene quimérico, mientras que la poblac;;iÓ;,- de progenitores 

hematopoyéticos intermedios y maduros CD34+ CD38~ :si· l_o expresaba, lo que 

apoya la idea de que en este tipo particular de LMA. la le_lJce_mia se origina en una 

subpoblación de progenitores hematopoyéticos comprometidos a un linaje 

específico y con cierto grado de maduración. 
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CELULA SEMINAL MIELOIDE MO 

M1 

CELULAS MIELOIDES INDIFERENCIADAS 

M4 

PROGENITOR MIELOMONOCITICO 

MG M5 M7 

~E-=R_n_-_R_o_s_L_A_s_T_o_s__.-¡ ~' -M_o_N_o_s_L_A_s_T_o_s__. 
MEGACARIOBLASTOS 

M3 

PROMIELOCITOS 

FIGURA 3. Modelo clásico del origen de.la.LMA; La .célula en donde ocurre la 

transformación que origina la LMA , p~ecik> IÓ¿~li;arse',:c:leir;tro 'cie diferentes 
' . . ,, .. ·· ... ~ (' .. - ·.... . . . , .. · • ··-.· . i. ,¡, ~ ' 

poblaciones celulares (con distinto est.ad() _.de diferenciáción y pertenedente a 

distintos linajes). Dependiendo de dicha ~olJla(:.ió~.·s~r~ ei\;;ubtipo de LMA que se 

origine (MO-M7). Tomado de Monte~inos y M~y.,;r,;, 2002:·, . . . . . 

TESIS CON 
F AL T /. ,.. ,., f' "· - ~· .• 

---'-'-! -:..:<e_::~-'~~--~~~-_::._;; J.\[ 
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~ M6 

~ M7 

FIGURA 4. Modelo actual del origen de la LMA. En todos los casos de LMA, la 

transformación neoplásica ocurre en la población de células seminales (CD34+ 

CD38- lin-); sin embargo, dependiendo del tipo de alteraciones moleculares que se 

presenten (A - G), será el ~ubtipo de LMA que se desarrolle. La única excepción 

que parece existir es la leucemia promielocitica (LMA-M3), en la que la 

transformación parece ocurrir en, células progenitoras granulociticas y no en 

células seminales. Tomado de Montesinos y Mayani, 2002. 
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5.3 Jerarquía hematopoyética en la LMA 

Algunos estudios de proliferación celular basados en la incorporación de 3 H

timidina, demostraron que,º contrario ··R~lo ·que se pensaba,-.en ·la población. de 

células leucémicas solamente;; una pequeña ·fracción de. eitas: se e encuentra 

sintetizando ADN de man~~~ 'c!C:ut:a· in \.iit6 (CtárksÓ~ et···.a1; <1970/ Estudios 

posteriores comprobaron que dich~· fr~6ciÓri podía ser identific~da mediante 

ensayo de colonias (Minden et a(.1 gj78) y que la población de célul~s leucémicas 

es biológicamente heterogénea a pesar de su homogeneidad morfológica (Griffin y 

Lowenberg, 1986). 

Los experimentos en cultivos semisólidos han establecido que 0.1 a 1 % de 

los blastos de LMA son capaces de formar colonias in vitre y por lo tanto se 

pueden considerar como células progenitoras dentro de la población de células 

transformadas (Metcalf, 1 977). Es importante destacar que dichos progenitores 

leucémicos son incapaces de mantener niveles elevados en cultivos tipo Dexter 

(en presencia de estroma medular desarrollado in vitre) (Coulombel et al, 1985; 

Mayani et al, 1991 ). El análisis inmunofenotípico confirmó que los blastos 

incapaces de formar colonias presentan marcadores de mayor diferenciación que 

las células formadoras de colonias in vitro (Lowenberg y Bauman, 1985). Con 

estos resultados se demostró que, al igual que en la hematopoyesis normal, la 

mayoría de las células leucémicas se originan de una pequeña población de 

progenitores (UFC-LMA) con una elevada actividad proliferativa (Figura 5). 

Dado que para la detección de progenitores hematopoyéticos primitivos de 

médula ósea normal se utilizaron periodos prolongados de cultivo en presencia de 
.-.-- o ;--

u na capa de estroma, este mismo sistema de cultivo se aplicó para identificar 

células capaces de mantener la leucemia in vitro a largo plazo. Sin embargó, como 

veremos más adelante, este sistema no favorece el crecimiento de: laá/células 

leucémicas, por lo que se buscó el establecimiento de un sistema experimental 

que si lo permitiera. El sistema en cuestión consistió en un cutúvo Hqliido en 

presencia de una combinación de citocinas recombinantes. De esta manera~ ~fue 

posible identificar una subpoblación de células progenitoras leucémicas, presentes 

en muy baja frecuencia y con un alto potencial proliferativo (células iniciadoras de 

cultivos en suspensión; SC-IC por sus siglas en inglés) que dan lugar a la 
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SL-IC 

SC-IC 

UFC-LMA 

BLASTOS 

FIGURA 5. Esquema de los compartimentos en la hematopoyesisleucémica. 

Al igual que en la hematopoyesis normal, el sistema hematopoyético de pacientes 

con LMA está constituido por diferentes compartimentos. SL-IC, células iniciadoras 

de la leucemia en ratones SCID; SC-IC, células iniciadoras dé'·,~; i~ucemia .·en 

cultivos en suspensión; CFC-LMA, células formadoras de cb1~r=iia~'én.cultÍvo de 

LMA. En esta patología, las células terminales correspond.en a .. blastos y no a 

células maduras. Tomado de Montesinos y Mayani, 2002. 

TESIS CON 
FALLA DE ORICE1V 
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formación de UFC-LMA (Sutherland et al, 1996). Estas células expresan el 

antígeno CD34, pero no expresan los antígenos CD45RA. CD71 y CD90 (Blair et 

al. 1997b). Mediahtéºanálisis· de dilución limitante se estableció 0 que. laoefrecuencia . 

de estas células es de 10 a 300 veces más baja.que las'UFC-LMA, 

Estudi~s in vivo. empleando ratones SCIDO d~~ostra;on que el transplante 

de. la subpoblación de células CD34+ CD38-, obtenidas de la médula Ósea de 

pacientes con LMA, fue suficiente para el desar~ollÓ de. la l~u~Eimia. en dichos 

animales, dado que estas células son capaces de dirigirse a;' la médula ósea y 

proliferar en respuesta al tratamiento con citocinas, dando por resultado un patrón 

de diseminación y morfología celular leucémica, muy similar a la observada en los 

pacientes (Lapidot et al, 1994). Las células capaces de originar la hematopoyesis 

leucémica en este modelo han sido denominadas como células iniciadoras de la 

leucemia en ratones SCID (SL-IC, por sus siglas en inglés). El análisis de dilución 

limitánte demostró que la frecuencia de estas células en la sangre periférica de los 

pacientes con LMA, es 1000 veces menor que las UFC-LMA, detectándose una 

célula por cada 250,000 células de médula ósea. Es importante señalar que en 

este mismo estudio se encontró que el transplante de una subpoblación más 

madura (CD34+ CD38+), la cual contenía la mayoría de las UFC-LMA, 

no desarrolló leucemia. 

Tomando en consideración todas las .evidencias anteriores, se ha propuesto 

que, al igual que en la hematopoyesis ·normal, el sistema hematopoyético de 

pacientes con LMA está organizado en forma jerárquica (Figura 5). Es decir, las 

células leucémicas terminales (blastos). prO\tlen~~n ·de una subpoblación de células 

progenitoras (UFC-LMA), cuyo inmunofenotipo es CD34+ CD38+. Estas, a su vez, 

provienen de una subpoblación todavía más pequeña, constituida por células 

CD34+ CD38-, las cuales incluyen células capaces de iniciar la hematopoyesis 

leucémica tanto in vitre (SC-IC) como in vivo (SL-IC). 

Es importante destacar que el estudio de la subpoblación.~e,células CD34+ 

co3a· de pacientes con LMA ha permitido entender aspectos .f~n·darnentales 
\·.:'.":·; . 

acerca de la biología de esta enfermedad. Por ejemplo, el grupo de Costello y 

colaboradores (Costello et al, 2000) ha demostrado que estas células poseen una 

sensibilidad reducida a los efectos de la Daunorubicina, uno de los compuestos 
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quimioterapéuticos más utilizados en el tratamiento de la LMA. Además, expresan 

niveles elevados de los genes mrp y /rp, involucrados en la resistencia a diversos 

fármacos. Por otra parte; ·dicha subpoblación celular expresa bajos "niveles del 

receptor Fas. por lo que es poco propensa a la apoptosis inducida, por el ligando 

de Fas. Estos autores también observaron que estas células.>tienen una 

inmunogenicidad reducida, lo que podría explicar que el sistema inmune no sea 

capaz de reconocerlas y eliminarlas en forma eficiente. ··. · 

Una proporción significativa de estas células se encuentra ger1eralmente en 

la fase Go del ciclo celular (Dick, 1999). Esto también explicaría elque sea 

altamente resistente a drogas antineoplásicas, cuyo mecani~rn¿· de' acción se 

centra en la inhibición de la división celular. 

Finalmente, es interesante señalar que. al menos al nivel de las UFC-LMA. 

no se ha logrado demostrar que éstas posean una tasa de proliferación superior a 

la observada en células hematopoyéticas normales (Metcalf. 1977). Lo anterior 

parece•·indicar que la acumulación de blastos en la médula ósea de estos 

pacientes,se debe, principalmente, a un bloqueo en los mecanismos de apoptosis, 

lo que concuerda .con el estudio de Costello (Costello et al, 2000). 

largo plazo tipo 

Dexter 

De los diferentes sistemas experimentales in vitro que se han establecido 

para el cultivo de célÚlas hematopoyéticas, el sistema tipo Dexter o de médula 

ósea a largo plazo, es el. que más similitudes presenta· con respecto a las 

condiciones in vivo. Este sistema se basa en el desarrollo .de una capa de células 

adherentes, constituida por diferentes poblaciones· de· células estromales 

(fibroblastos, macrófagos, adipocitos y células endoteliales). las cuales 

proporcionan las condiciones necesarias para la proliferación y diferenciación a 

largo plazo (>12 semanas) de las células hematopoyéticas primitivas (Dexter et al. 

1977). Las células estromales producen una gran variedad de citocinas, tanto 

estimuladoras como inhibidoras de la hematopoyesis, así como moléculas de la 

matriz extracelular, de tal suerte que el microambiente hematopoyético creado in 

vitro semeja en gran medida al existente in vivo (Mayani et al, 1992b). 
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Cuando células de médula ósea de pacientes con LMA son cultivadas en 

este sistema, ocurre un hecho muy interesante. Los progenitores leucémicos -

identificados por -ia morfologia de -las colonias --desarrolladas--en~.-cultivos 

semisólidos y por marcadores moleculares- son eliminados en~forma espontánea, 

mientras que los progenitores normales -identificados de acuerdÓ __ a Íos criterios 

mencionados- permanecen en cultivo por periodos más- largos" (Co.ulombel et al, 

1985; Maya ni et al, 1991 ). Estas observaciones evidentemente· indican que el 

comportamiento de las células leucémicas in vitro es totalmente distinto al 

observado in vivo, en donde existe un amplio predominio de la clona neoplásica. 

Hasta el momento, no está claro a qué se debe la "desaparición" de las células 

leucémicas en cultivo. Por un lado, es posible que el sistema tipo Dexter carezca 

de algún factor o factores, que sea(n) necesarios para el desarrollo de las células 

neoplásicas; por otro lado, pudiera ser que en este sistema se esté produciendo 

alguna molécula que inhiba en forma selectiva a dichas células. 

Aún cuando no se conoce con exactitud la razón de dicho comportamiento, 

el hecho de que en este sistema de cultivo se logre la eliminación selectiva de 

células leucémicas, sin alterar -al menos en forma aparente- a las células 

normales, ha llevado a diferentes grupos de investigación a aplicar este sistema 

en la clínica. En efecto, el propio grupo de Michael Dexter, en Manchester, 

Inglaterra. ha llevado a cabo más de 30 trasplantes autólogos de médula ósea, en 

pacientes con LMA. empleando este sistema de cultivo como método para eliminar 

a las células leucémicas (Chang et al, 1989). Los resultados reportados han sido 

bastante favorables, aún cuando la metodologia inherente al sistema lo hace poco 

práctico para su aplicación en forma más amplia y rutinaria. 

5.5 Participación de las citocinas en la LMA 

Como hemos mencionado la LMA se caracteriza por la acumulación de 

células mieloides transformadas que perma~~~én en un estado de diferenciación 

específico y que no son capaces de concluir su prpceso de maduración y por tanto 

no son funcionales. A pesar de que se acepta que la LMA se origina por 

alteraciones genéticas, dichas alteraciones solamente dan lugar a ciertos cambios 

en las propiedades de proliferación y diferenciación celular (Sawyers et al, 1991 ), 
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debido a que los genes afectados codifican para proteínas relacionadas con estos 

procesos. Estas proteínas se pueden clasificar en cuatro categorías: citocinas 

hematopoyéticas (CH); receptores ___ para - las - CH, transductores --decc-señales-

citoplásmicas y factores de trascripción (Cantley • et al; ~1991 ); •-Todas-::. ellas 

participan de manera conjunta para completar el. cuadrci ~cil;¡: t~<:in~fcirÍTlacion 
leucémica (Hunter. 1991 ). En este proceso de transformaciÓn•ycac;L1n'l;_,1ación .de 

las células leucémicas, las CH juegan un papel .. muy im~6rt~'~t~;\ d;,;d() que 

participan en la inducción de la proliferación a través de•rnec~ríisÍTl'cis p~'rac~inos o 
\::-';' ·:-:_·' 

autocrinos (Miyauchi et al, 1987; Oster et al, 1989) .. 

Se ha demostrado que las citocinas GM-CSF, GJcsF' ~;IL~3 son capaces de 

inducir la respuesta proliferativa de las células de LMA '~n C::~ltivC>s semisólidos y 

en experimentos de síntesis de DNA (Delwel et al; 198B):. P~:>r su parte el SCF 

incrementa el efecto inductor de estos tres factores sobre LMA in vitre (Budel et al, 

1993) y además en combinación con PIXY 321. una proteína de fusión de dos 

factores GM-CSF/IL-3, induce el crecimiento a largo plazo de células humanas de 

LMA al ser inyectadas en ratones SCID (Lapidot et al, 1994). Una citocina que 

posee propiedades similares a SCF es FL. la cual estimula la proliferación celular 

de LMA en combinación con GM-CSF o G-CSF (Lisovsky et al, 1996). Otras 

citocinas que se han reportado como inductoras de LMA son }L"-1, IL.:.5; IL-6, .IL-

11, EPO, M-CSF y TNF (Delwel et al, 1988; Motoji et al, 1990; Baumánn et al, 

1992; Birkenkamp et al, 1999; Kimura et al, 1999). 

Un aspecto interesante de mencionar es que no existe co~~~laciÓ~ entre el 

efecto de las citocinas y las variedades de LMA, así por ejemplo-; elsubtipo LMA-
• -º ----·' __ -=-:· .. ·-··--~':;.--~.'-·--.·-o....-~';.~-.,=,-"'"'--= 

M5 (monoblástica) no responde de manera preferencial-.'aldVl-;CSf ;} de jgual 

manera los subtipos LMA-M2, M3 y M4 con característica~ rnprfCJIÓgibkS; de:linélje 

granulocitico no son estimuladas específicamente por''qic~F'(rytiy~U¡:;hi et al, 

1987; Delwel et al, 1988). Mas aún el efecto estirnulaclo(,.éJ_e.;TpO;':Citocina 

específica para la producción de plaquetas, no esta re~tri_i:i,gi~¡;i:!Jar~_ 1}3 LMA-M7 

(morfología megacarioblástica) y es capaz de indu_cir la proliÍeraCíé>n de- diferentes 

subtipos de LMA (Tokunaga, 2000). 

Algunos factores no afectan directamente la proliferación de las células 

leucémicas, sin embargo pueden aumentar o disminuir el estímulo de otras 
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citoeinas cuando se presentan de manera conjunta. Así, el TNF en combinación 

con GM-CSF o 1 L-3 provoca un efecto sinergistico (Salem et al, 1990), aunque en 

presencia de·G-CSF se inhibe la proliferación de las células,.dado que el TNF es 

capaz de inducir la ruptura proteolitica del receptor para este factor (Elbaz et al, 

1991 a); contrario a este efecto es el incremento en la expresión de receptores 

para GM-CSF e IL-3 en las células leucémicas inducido por TNF (Elbaz et al, 

1991 b). Por su parte el SCF puede sin erg izar con IL-3, GM-CSF y G-CSF, pero sin 

incrementar los receptores para estas citocinas (Budel et al, 1993); este 

mecanismo al parecer esta relacionado con una activación sinergística de 

segundos mensajeros que participan en la trasducción de señales de proliferación 

como la proteina cinasa C (Cáceres-Cortés et al, 1992). 

Si bien las células leucémicas responden a la adición de citocinas •. en 

cultivo. también se ha observado una proliferación espontánea resultado de 

mecanismos autócrinos (Young y Griffin. 1986; Murohashi et al. 1989; Reilly et al. 

1989; Bradbury et al, 1990). Los blastos de LMA pueden producir in vitre GM-CSF. 

G-CSF. M-CSF. IL-1[3, IL-6 y TNF (Oster et al, 1989; Delwel et al, 1989). En este 

mecanismo. la estimulación puede ser directa o indirecta. asi por ejemplo• para 

GM-CSF, G-CSF y M-CSF la actividad inductora es directa y a través. de la 

activación de sus receptores en la membrana de los blastos. En contraparte, IL::-113 

puede inducir la producción y liberación de varios factores (Oster e<al,i:.1989; 

Delwel et al. 1990; Bradbury et al. 1990). incluso de la misma IL-1 con lo. cual se 

mantiene la estimulación autócrina (Oster et al, 1989; Delwel, et ~Ú;51990)~''TNF 
',·, · ..• 

puede ejercer efectos similares, auque de manera menos frecue.ÍJtt3~'Es i,rjlpori:ante 

señalar que se han realizado estudios en donde se· relacion~ .. el credmiento 

autónomo in vitre, con un mal pronóstico de los pacientes (Low~n'be;~ ~tal~ 1993). 
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Hoy en día, la LMA es una enfermedad muy agresiva que a corto plazo 

resulta fatai. En los años 70 la -sobrevida a 5 años en este·-tipo de-pacientes era 
.- ---- ,. ·.- --- . . 

del 15%. Actualmente, y gracias a los avances en su diagnóstico y tratamiento; el 

periodo de sobrevida a 5 años se ha incrementado significatiV'amEi~te, ~ifl embargo 

continúa siendo bajo (apenas del 40°/o). 

Un aspecto muy importante en el entendimiento de la ef1fer.:ii~d~~ ha sido el 

determinar que la población de células leucémicas no es homogénea; como se 

pensaba, y que existe una jerarquía celular similar a la presente. en el sistema 

hematopoyético normal. A partir de estos hallazgos, se puede;decir que todas las 

células leucémicas provienen de una población muy primitiva. la cual resulta ser la 

responsable de mantener la producción constante de los blastos transformados 

(Figura 4). Debido a lo anterior, es necesaria la caracterización de las 

subpoblaciones leucémicas primitivas, para poder entender con mayor 

profundidad la biologla de este padecimiento y así poder implementar terapias 

más efectivas que permitan eliminar a dichas células. 

En el desarrollo de la enfermedad. se sabe que las citocinas participan de 

manera importante. dado que las células leucémicas requieren de su presencia 

para proliferar. Sin embargo, el efecto de las citocinas se ha obs~r\.tada· :en la 

población de blastos leucémicos con un mayor grado de mad~raC::ióri'c··y, no se 

conoce su participación en las subpoblaciones leucémicas más p~imit'lvasi/ lo cual 

seria de gran importancia dado que en realidad son estas célula's las qu€i generan 

la leucemia. En este estudio se evaluaron tres aspectos del efecto.de distintas 

combinaciones de citocinas hematopoyéticas sobre las CPH provenientes de 

pacientes con LMA. 

1) Estudiamos el efecto del GM-CSF en la proliferación y expansión de CPH 

de LMA. en un sistema que reproduce las condiciones presentes en la médula 

ósea de los pacientes (L TBMC). Lo anterior resulta importante debido a que este 

factor se aplica en estos pacientes para reducir la mielotoxicidad de la 

quimioterapia, sin embargo a pesar de que se observa una recuperación en ellos, 

también se ha detectado que presentan recaídas con mayor frecuencia, debido a 
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ello. resulta importante conocer cual es el efecto de este factor sobre los 

progenitores leucémicos. 

2) Estudiamos los potenciales de proliferación y expansión de dos 

subpoblaciones de CPH provenientes de pacientes con LMA. en presencia de 

diferentes combinaciones de citocinas en cultivos líquidos en suspensión y la 

comparamos con la capacidad de respuesta de subpoblaciones provenientes de 

individuos sanos. El estudio de dichos potenciales es fundamental para entender 

de qué manera las citocinas hematopoyéticas participan en el incremento de los 

progenitores leucémicos. 

3) Una de las citocinas incrementadas en L TBMC en LMA es el TNF-a, el 

cual se ha demostrado, favorece el crecimiento de los blastos leucémicos e inhibe 

la proliferación de las células hematopoyéticas normales (Elbaz et al, 1991 b; 

Mayani et al, 1992a), debido a ello su participación en el desarrollo de la 

enfermedad parece ser importante. El efecto del TNF-a sobre los blastos 

transformados, ha sido descrito en células mononucleares totales, sin embargo, no 

se sabe si las células progenitoras responden de igual manera a este factor. Por 

consiguiente, en este estudio evaluamos si esta citocina contribuye al crecimiento 

de los progenitores leucémicos. 
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V. OBJETIVOS 

1. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la participación de algunas citocinas hematopoyéticas en la proliferación y 

expansión in vitre de diferentes subpoblaciones · de ·células primitivas 

hematopoyéticas de pacientes con leucemia mieloide aguda. 

2. OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Determinar el efecto de rhGM-CSF en la proliferación. y expansión de 

progenitores hematopoyéticos provenientes de pacientes con LMA en cultivos 

de médula ósea a largo plazo (L TBMC). 

1 .1 Determinar la cinética de proliferación de células hema1:opoyéticas 

provenientes de pacientes con LMA en L TBMC e~ pr~~enci~ y Iil.J~enbia cíe 
' - .. -.·- ·,, 

rhGM-CSF. , .·• .. - ...•. ··:. · 

1 .2 Determinar la cinética de expansión de . progenitores'· hematopoyéticos 

provenientes de pacientes con LMA en L TBMC en ~réi>k~ci~ y ausenC::ia de 
' .. - . . . . ._ 

rhGM-CSF. 

2. Determinar el efecto de diferentes. combinaciones de citocinas en la .. ' . _ .. , '". . 

proliferación y expansión de progenitores • he'mat~poyéticos, partiendo de 

subpoblaciones obtenidas mediante: . un· .. proceso de separación 

inmunomagnética para enriquecer e~ células CD34+ lin- y CD34+ CD38- lin-

provenientes de pacientes con LMA y de donadores normales. .. . . 

2.1 Determinar las cinéticas de proliferación y~éxpansión de las subpoblaC::iones 

enriquecidas en presencia .cie dlfEl~~~tes combinaciones de citocinas 

recombinantes. 

2.2Determinar el efecto del TNF-a. en la' proliferación y expansión-'de las 
-. ... - . . 

subpoblaciones enriquecidas _en· pre!.encia ·de las diferentes combinaciones 

de citocinas recombinantes. 
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VI. METODOLOGÍA 

1. Pacientes y obtención de las muestras. Se colectaron aspirados de 

médula ósea de 24 pacientes con el diagnóstico inmunocitomoifólógico-ae [MA 

que ingresaron al Servicio de Hematologia del Hospital de Especialidades del 

CMNSXXI (IMSS) y al Servicio de Hematologia del Hospitai Gt;!n'~r~l;cl~ México 

(SSA). Todos ellos se encontraban libres de tratamiento. Jan:ib,iér"l:~~;_utilizaron 
como controles muestras de médula ósea de sujetos sanos (do'nádorés';de médula 

ósea) provenientes de la Unidad de Transplantes de Médula Os~a ~e1:s~~i'cio de 

Hematologia. del Hospital de especialidades del CMNSXXÍ;(IMSS); La v~riedad de 

leucemia se determinó con base en los criterios diag~Ól5ti6c:>~ d~fif.icl6'sib'Q~ la 

clasificación Franco-Americana-Británica (Bennett et -al, '1985)/Lc!;~-: d'3t6's"clé los 

pacientes se muestran en diferentes tablas a lo largo d~' la'k~cd61"1 c:I~ r~~~ltados. 
2. Obtención de células rnononucleares;- L~ :ri,~-~~Í~lii' de l'TlÉldula ósea 

heparinizada fue centrifugada para obtener. la cap~ de cél~las nucl~adas ("buffy 

coat'"). Dichas células se resuspendieron en PBS y se llevaron a un gradiente de 

densidad (Ficoll-Paque Plus; densidad <1.077 g/ml). Las células mononucleares 

(CMN) de baja densidad se resuspendieron en IMDM (del inglés, lscove's Modified 

Dulbecco's Medium) suplementado con 2% de suero fetal bovino (StemCell 

Tecnologies lnc .. Vancouver, BC, Ganada). Se determinó el número total de 

células mononucleares viables mediante conteo con hemocitómetro y útílizando la 

solución de Turck y el colorante azul de tripano. 

3. Ensayo de colonias. La evaluación de expansión celular, se realizó 

mediante la identificación y cuantificación de progenitores hematopoyeticos 

empleando cultivos semisólídos en metilcelulosa. El medio de cultivo.consistió de 

0.9% de metilcelulosa, 30% de suero fetal bovino, 1°/o de albumina de_ suero 

bovino, 10·4 M 2-mercaptoethanol, 2 mM L~glutamina, 50 ng/ml del factor de 

células seminales (SCF) recombinante hÚmano_ (rh), 1 O ng/ml de interleucina~3 rh 

(IL-3), 1 O ng/ml del factor estimulador de c;olonia~_ d~ macrófagos y granulocitos rh 

(GM-CSF) y 3 U/mi de eritropoyetína rh (EPO)~ Se sembraron 5 x 104 células/mi y 

se incubaron a 37ºC en una atmósfera de 5°/o de C02. Las células adherentes y no 

adherentes obtenidas de los cultivos a largo plazo fueron cultivadas de esta 

manera, pero el número celular varió dependiendo de las células obtenidas. 

TE: CT I::' l-' :1 \' ;-----; 
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Después de 14 días de cultivo. se contaron las colonias formadas bajo un 

microscopio invertido. Las colonias hematopoyéticas se clasificaron de la siguiente 

manera: 1) colonias mi.Jltipotenciales. colonias con presencia de células mieloides 

y eritroides; 2) colonias eritroides, a) CFU-E. colonias pequeñas de 20-50 células 

hemoglobinizadas y b) BFU-E. colonias de más de 50 células hemoglobinizadas; 

3) colonias mieloides, a) CFU-G, colonias granulocíticas, b) CFU-M, colonias 

macrofágicas. c) CFU-GM. colonias con presencia de granulocitos y macrófagos; y 

4) UFC-LMA. colonias blásticas identificadas como colonias pequeñas (10-40 

células) y morfología anormal, las cuales no se encuentran en L TBMC de 

donadores sanos. Este criterio ha sido previamente publicado (Coulombel et al, 

1985; Maya ni et al. 1991 ). Se consideró como expansión cél.úla.r el_ incremento en 

el número de células capaces de formar colonias. 

4. Cultivos de médula ósea a largo plazo tipo De-xter. Para establecer 

L TBMC las células mononucleares se resuspendieron •en·· medio L TMC (STI. 

Vancouver, Canadá) a una concentración de 2.5 x 106 CMN/ml. El medio L TMC 

se compone de lo siguiente: medio alfa suplementado con 12.5% de suero de 

caballo, 12.5% de suero fetal bovino. 0.2 mM inositol. 20 ~LM .de ácido fálico, 10·4 M 

2-mercaptoetanol. 2 mM L-glutamina y 10-6 M de hidrocortisona adicionada al 

momento. Las células se cultivaron en placas de. cultivo de 24 pozos y se 

incubaron a 37ºC y en una atmósfera de 5% de C02 • Después de 3 días de cultivo 

las células se incubaron a 33°C. Cada 7 días de cultivo, se realizó un cambio de 

medio, colectando la mitad del sobrenadante_ con células en suspensión y 

adicionando la misma cantidad de medio de reciente preparación. Se. realizó un 

conteo celular y un ensayo de colonias. A los días 2.1. 35 y 42 de cultivo, además 

de las células no adherentes se colectaron las células adherentes de cultivos que 

se sembraron por duplicado. Las células adherentes se despegaron adicionando a 

los cultivos una solución de tripsina al 0.25% e incubando a 37ºC durante.1 O min. 

Posteriormente se agregaron 150 ~LI de SFB para inhibir la acción de la. enzima. 

Las células se resuspendieron en IMDM con 2º/o de SFB y se realizó conteo 

celular y ensayo de colonias. 

1 TESJS COM 
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5. Enriquecimiento de células CD34+. Para obtener la población 

enriquecida de células CD34+ lin- y CD34+ CD38- lin- a partir de células 

mononucleares, se utilizó un sistema de selección negativa StemSep™ (Stem Cell 

Tecnologies lnc. Vancouver, Canadá; figura 6A). Para obte~er ;~na: pohlación 

enriquecida en células CD34+1in-, las células mononucleares se colocaron.:;,,¡, 1·_ mi 

de IMDM al 2% de SFB y se incubaron durante 15 min con. un coctel .. de 

anticuerpos tetraméricos (complejo con dos fragmentos Fab; figura 6C),·l~::>s''dJ~les 
reconocen por uno de sus fragmentos Fab, a los siguientes ~~tig~·r16~ de 

superficie: CD2, CD3, CD14, CD16, CD19, CD24, CD56, CD66b y glicof~/ina A, 

mientras que por la otra región, reconocen al dextrán que recubre a lasi::a.rti_culas 

metálicas (coloide magnético). Para obtener. a la población CD34+ CD38- se.útilizó 

el mismo coctel, pero adicionado con un anticuerpo que reconoce a CD38. 

Posteriormente se adicionaron 60 ~ti del coloide magnético y se incubó durante 15 

min. Las células se pasaron a través de una columna de plástico en presencia de 

un magneto y se hizo fluir 8 mi de PBS al 10% de SFB (figura 68). Las células que 

no fueron retenidas en la columna (población enriquecida en células CD34+ lin- o 

CD34+ CD38- lin-) se colectaron ~/-~e centrifugaron a 1300 RPM durante 7 min. 

Finalmente se realizó un conteo celular. 

6. Obtención de subpoblaciones celulares en LMA. Para definir a las 

subpoblaciones celulares provenientes de pacientes con LMA que utilizarnos en el 

presente estudio, tomamos en cuenta dos aspectos: a) las células leucémicas 

están organizadas en forma jerárquica, al igual que su contraparte normal,-debido 

a ello el proceso de selección negativa para enriquecer en células proge~itC>;él~.- se 

puede emplear en muestras tanto de donadores sanos como de pacient~s;' y.b) el 
,,.,,, ·, ·" ' 

sistema de selección negativa Stem SepTM que hemos empleado, se ha;LÍtiJizado 

en trabajos previos realizados en el laboratorio para el enriquecimiE:lr;tci_:e¡r;·~é1U1as 
CD34+1in- y CD34+CD38-lin-, de muestras provenientes de rv19';y•_~~:hgí'e de 

cordón umbilical (Flores-Guzmán, 2000) y también de patologíasJ~€lm¡:¡tC>Íógicas 

como anemia aplásica, síndrome mielodisplásico (MartineÍ~b~'r~'n'.;¡¡'10, 2002) y 

leucemia mieloide crónica {Chávez-González, 2003). Debido a lo anterior, hemos 

definido a las subpoblaciones celulares provenientes de pacientes con LMA en 

dos categorías: 1) Subpoblación 1, aquella obtenida mediante el proceso de 

TESIS cnr~.r 
FJ\I.1L1': ~-~· -:·:\! 
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FIGURA 6. Enriquecimiento de células por selección negativa. A) El sistema 

StemSep™. esta formado de un· magneto con una base de plástico que lo 

sostiene. El magneto tiene una hendidura en donde se coloca la columna de 

separación acondicionada con una malla metálica. En la· base de la columna. se 

acopla una válvula que regula la salida de la suspensión ce1ZJ1ar. B) A la muestra a 

separar. se le adiciona un coctel de anticuerpo_~ y el cólciide magnético para 

marcar a las células que no se requieren y las_c~~le~ qued~rán r~te_nld~~,e:!n el 

enriquecidas). C) Las células que no se 

tetramérico, el cual reconoce por uno 

antígeno de linaje localizado sobre la superficie dé la m_embranaccié:1a célula, 

mientras que el otro fragmento del anticuerpo (anti-dextrá.n), reconoce a la capa de 

dextrán que recubre a la partícula de metal. 
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células CD34+1in-; y 2) 

proceso de separación 

inmunomagnética para enritjUecer en. células CD34+CD38-lin-~~ ·'··· 

7. lnmunocitoquímica. Se identificó a las·céi.ulas que expresan el antígeno 

CD34 en las poblaciones celulares, antes y desp.Üés de ~er·separa'das por 

selección negativa, a través de inmUnocitoqülmica. ·.Pára ello se·· prepararon 

laminillas con 5 x 104 células, las cuales se fijaron. con acetona durante. 1 O min. 

Posteriormente se utilizó un "Kit" de marcaje y revelado del antígeno CD34. (Dako 

En Vision+System, Peroxidasa-Diaminobenzidina; DAKO, Denmark), cuyo 

procedimiento es el siguiente: incubamos a las células con una solución de H 2 0 2 

al 5% para bloquear la peroxidasa interna (8 min) y posteriormente incubamos con 

un anticuerpo monoclonal (30 min) que reconoce al antígeno CD34 (anti~CD34; 

dilución 1 :75). Después agregamos un primer anticuerpo dirigido contra anti-CD34 

e incubamos durante 20 min; se adicionó un segundo anticuerpo acoplado a la 

enzima peroxidasa (que reconoce al primero), y se incubó durante 20 min. Se 

agregó el sustrato de la enzima y se mantuvo la reacción durante 10 min en la 

obscuridad. Finalmente las células se tiñ.er()~.con Hematoxilina y se evaluaron 

200 células por laminilla para obtener el porcentaje de céh.ilas que fueron positivas 

para la reacción (CD34+). 
" "- - -

8. Cultivos en suspensión. Las célulasfc)btemídas después de selección 

negativa, se resuspendíeron en medio de ;;culti.J6 a. largo plazo (Myelocult, St~m 
Cell Tecnologies, lnc.). La composÍción,'d~l?medió .c:ie cultivo fue. como sigue: 

medio alfa suplementado con 12:5~/~d~·;;~ci;C>·cl~.cabaHo; 12.5% de suero fetal de 

bovino; 0.2 mM inositol; 20 µM áC:idO,f~fí~b:f~ (>¿ 1\11 2-mercaptoetanol y 2 µM L

glutamina. El medio se suplemento ~cín;ci1fe~entes combinaciones de las siguientes 

citocinas recombinantes hematop6yétic;.;;s: factor de células seminales (SF, Stem 

Cell Tecnologies, lnc., adicionad;;;:'á •.. 16 ·ng/ml); interleucina-3 (IL-3, Stem Cell 
.-_,_._J'-" . .-._,,·;· -

Tecnologies, lnc., 1 O ng/ml); intiifrt~uC:in'a-6 (IL-6, Stem Cell Tecnologies, lnc., 1 O 

ng/ml); factor estimulador de ':C~i;:lnias de macrófagos y granulocitos (GM-CSF, 

Molgramostin, Novartis/Schering~Plough, Ciudad de México, 1 O ng/ml); G-CSF 

(Stem Cell Tecnologies, lnc., 10 ng/ml) y Eritropoyetina (EPO, Eprex; Johnson & 

Jonson, USA, 3 U/mi). Los cultivos control no tuvieron citocinas recombinantes. 

r :;' ! T ;~s.rs (:(}f T 
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En otros experimentos utilizamos el medio de expansión libre de suero 

(Stem Span. Stem Cell Tecnologies, lnc.), cuya composición es: medio eagle 

modificadó por-lsc6vec-sü¡:ilém8ntádo-con·· -albúmina·.·de;suero•bovino·.· (1 %); ··rh 

insuliná (1 O ).lg/rnl); Transferri~ahumana-(20,0 ~1g/rnl); 10~4 M 2-'mercapt<:l~tanol y 2 

mM L-glutamina. El.·medio se sJp'1e;:;:;'eritó' Í;idemás: de las con:¡binaciones de las 

citocinas . anteriores. con. la . ¿cii6ión .i:le: t~6.'ribo•po;Eltiria ·. ··cf PO.• ·•· Stem Cell 

Tecnologies, lnc .. 1 o ng/ml) y el ligandCI' de·¡::L~3:ci==~-f3~cr:s~e;;:; c~ll Tecnol6gies. 

lnc .. 10 ng/ml). Con estas ~()mbin~d6~(35~~eali~a~'()si~~1t.iv6s>e~;p~esellcia .y··en 

ausencia del factor de necro~is tu~6r~1\1'1_1fa cTNF~¿¿51~r-ri'c<311h-J•~r;c:>íc:>9¡es. lnc .• 

10ng/ml). · .• · '·<.·:.-·e:. . .. 

~=:~,::d::~~:::'::;~~":::.;:F!~@i~~rt~~f~~~if l~~SAf ít~~~::7: 
contaron y se analizaron pará ico~t~¡.;¡dC:>' é:fe pro9~ri'rtC>í~\;c(C¡::cj:i?s·~ realizaron 

cultivos secundarios a una .conc~~tra6·i¿~.de5~·;;Q~.:.~;¿;¡é)•.·x:10~;C:1(3.1~s';~élulas 
obtenidas a los días 5 y 10 c:le 'cultivo; al;díaf'..1Ó;sé.'eva1u'ó:e1 ;:;~rn~ro de 

progenitores. Al día 15 se finaÍiza~6n Í~s c~'ití~cii}'·~~- ;:e;~1iZ.ó' cól1te6 c~1L'iar y se 

determinó el número de CFC. - };/ > 3 ·. 
• e • ~ ~: • • ' ', .-<. • 

9. Análisis Estadístico. Los datos obtenidos fueron anaÍÍzac:los'utilizar\do el · 
\ - •e,- - ' 

programa computacional SPSS (versión'"'! á:ó): Así, para"det,e!rrTI,'i~~rtsí=;existia 
diferencia significativa entre.los valores de CFC, porcentajes dé.reciJi:).!3radón y de 

células CD34+, se utilizó la prueba no paramétrica de Mann-Whitri~y~;poí~i.{ parte 

para determinar diferencias· significativas en las cinéticas d~,p-rCl~fe~~c;l¿~,~~'utili;ó 
un análisis de varianza de un factor en el diseño de bloques:c~rn~l~tofial afa~. En 

el análisis del efecto. de TNF-cx. se utilizó la prueba d~ M~n~-~gitn~y para 

determinar si existían diferencias significativa entre lo~.:C~itiJ'6~: ~;~·~rt:i~~~~~ia .. y 
- ' - ;- .- ',, ... -:·--\¡ .. ·<-;·.l"'·::~.'~·-:.·:,·)~·.'c:"·:>,:·/~,2-··;,·,'.',<·-~-·'"'•''·-:·!" .--

ausencia del. factor y además se realizó un análisis,de \/élriar,i:z:~ d~ un~fact?r en el 

::~::1~ c:im1;:::~t:: 1 r:::~p=:~ad:::~ra~i~r:rf~~!±~~f¡f~é~wi~t;:~e :: 
CFC. Los resultados se presentan como valores de mediana debido a que existen 

datos extremos y representa mejor la medida de tendencia central, sin embargo el 

análisis de significancia se realizó utilizando los datos obtenidos por experimento y 
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de acuerdo al número de muestras indicadas de donadores normales y de 

pacientes. La significancia estadistica se asumió con valores de P<0.05. 

1~nT1T 1 
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VII. RESULTADOS 

Vll.1 Efecto del GM-CSF sobre la cinética de la hematopoyesis en L TBMC 

de pacientes con LMA 

1. Contenido de progenitores hematopoyéticos en la médula ósea. Las 

características de los pacientes con LMA que se analizaron en esta parte del 

estudio. se muestran en la tabla 3. 

En las muestras de médula ósea de donadores sanos se detectaron 409 

células progenitoras (células formadoras de colonias, CFC) por cada 105 CMN. De 

esta población de células, el 52.8º/o fueron progenitores mieloides, el 45.9% fueron 

eritroides y el 1.2º/o fueron multipotenciales. No se observaron UFC-LMA en 

médula normal (Tabla 4). 

En el caso de las muestras de médula ósea de los: pacientes con LMA, se 

observó una disminución en el número de progeílitores dado que solo se 

detectaron 5 CFC por. cada 105 CMN, lo cual representa tan solo el 1.2% del 

número observado en la médula normal. 

Los progenitores mieloides y eritroides defectados en las muestras de 

médula ósea de los pacientes, fueron tan solo.el.1;3º/o.y-1°/o de aquellos obtenidos 
,'· ,,,. 

en los donadores normales, respectivamente.\N? hubo detección de progenitores 

multipotenciales (Tabla 4). L~\"' 

Las UFC-LMA solamente se otís13rv¡;¡r~n en' dos pacientes, uno con el 

subtipo LMA-M2 (paciente 7) y otro con >eÍ/subtipo· LMA-M4 (paciente 1 O), los 

cuales representan el 14% del total de los paci~~te~ estJdiadds. 

Estos resultados nos indican que existe/~r,~ disrninl.iéión en el número de 

progenitores hematopoyéticos normales en IC>s.p~ci~nt~~<C:;C.,ii LMA y que no en 

todos los pacientes podemos detectar la pres~dda ~e pr6ge,..;it6r~~ formadores de 

colonias de blastos leucémicos. 

; l ------
-~--~-------------~--~~ 
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TABLA 3. Características de los pacientes incluidos en esta parte del estudio. 

Paciente Edad/ Subtipo Hb Plaquetas Leucocitos Blastos SP Blastos MO 
Sexo X103 X10 3 (%) (%) 

40/M LMA-MO 10.2 33 40 13 65 

2 32/F LMA-M2 11.6 34 2.3 3 64 

3 27/M LMA-M2 5.4 92 25 37 50 

4 21/F LMA-M2 6.2 78 4.2 10 35 

5 51/M LMA-M2 13.3 6 37.9 35 78 

6 18/M LMA-M2 13.1 32 5.8 3 60 

7 18/M LMA-M2 11.4 36 3 14 80 

8 25/F LMA-M3 8.1 17 6.1 12 30 

9 43/F LMA-M4 8.0 29 45.6 28 95 

10 37/M LMA-M4 12.8 21 4.7 2 50 

11 21/F LMA-M4 7.4 45 61 26 64 

12 17/M LMA-M4 12 18 21 5 68 

13 56/M LMA-M4 10 55 7.5 35 70 

14 34/F LMA-M4 . 6.9 19 15.5 21 81 

M, masculino; F, femenino; Hb, hemoglobina; SP, sangre periférica; MO, médula 

ósea. 

1 

T1.:01s r.nr 
T' ¡,y 
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TABLA 4. Número de células progenitoras/10 5 CMN de médula ósea de 

donadores normales y pacientes con LMA. 

Donador Mielo id e Eritroide Multipotencial UFC-LMA 

Normal 216 188 5 o 

(n=1 O) (106 - 422) (92 - 285) (1 - 22) 

LMA 3* 2* O* o 

(n=14) (O - 68) (O - 188) (O - 64) 

Los valores indicados corresponden a la mediana (valor mínimo y máximo) del 

número de donadores indicados. 

*Diferencia significativa con los valores de donadores normales. 
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2. Cinética de proliferación de células hematopoyéticas en L TBMC. Se 

evaluó el número celular -en las fracciones no adherente y adherente de los 

L TBMC. En IOs -donadores--nórmales-' se- observó una disminución del número 

celular en la fracción no adherente en los' diferentes dias de cultivo, hasta alcanzar 

el 3.3% del número inicial a 1~' s~-xta' ;,emana (Figura 7). En la fracción adherente 

el número celular prácticamente se mantuvo constante entre _las semanas 3 y 6 

(Figura 8). 

Por su parte en los cultivos provenientes de pacientes C::cii1LMA, se observó 

una cinética similar a la obtenida en los cultivos normales, sin er;n_b_élrgb IOs valores 

fueron más bajos a las semanas 3, 4 y 5 dado que se obtuvie~or-Úel :Z6;9o/o: 15.5% 

y 31.6% respectivamente, de aquellos obtenidos en los culti~o:~,;~c:i~~élles; estas 

diferencias fueron estadisticamente significativas (Figura 7). d~rÍ-~e~p~cto a las 

células adherentes, observamos a las semanas 3 y 5 de C::ólth1.c:> J~a.c:liiminución 
significativa en número con respecto al normal, en dondese?>btl.lvierC>nel 36.2% y 

el 19.3% de los valores de los L TBMC normales, mientr;;:;s·;·~~é a 1él ~É3n1ana 6 de 

cultivo el número celular disminuyó a tan solo _el 4.8°/o (Figura 8). 

3. Efecto del rhGM-CSF en: la proliferación de células.-hematopoyéticas 

en L TBMC. La adición de rhGM.:.CsF• a los L TBMC de LMÁ resultó en un 
., . -

incremento significativo en el número de células no adherentes a lo largo de las 

diferentes semanas de cultivo. Este incremento fue de 1.3 a 4.3 -veces de los 

valores obtenidos en los cultivos en ausencia de este factor. Sin-embargo.durante 

las distintas semanas de cultivo no se observaron diferencias signifi~ativas en el 

número celular obtenido de los L TBMC de pacientes en presenci~-d~,GM..;-CSF y 
··-.,·. ,,.,·,,._---.::.:· ... --

aquellos de donadores sanos. 

Además de incrementar el número de células hematopoyéticas•-en: LTBMC 

de pacientes con LMA, el GM~CSF modificó los tipos de_- células 6riginad~s en 

cultivo. Así, en los cultivos en ausencia de este. factor, se observó una 

disminución en el número de blastos (de 51 o/o a la semana 3 a 23% a_ la semana 5) 
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FIGURA 7. Cinética de proliferación de células no adherentes en L TBMC. Los 

valores corresponden a las medianas obtenidas de los cultivos de donadores 

normales (MON; n=1 O) y pacientes con LMA en presencia y ausencia de GM-CSF 

(n=14). La curva de células de pacientes con LMA en presencia de GM-CSF es 

significativamente mayor que aquella en ausencia de este factor, y con respecto a 

la de donadores normales no existe diferencia significativa. 

----·--..., ~- .~~ (l ........ ~. ·~ -------y 
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-----~--~~'--~-c;~:.J i 
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FIGURA 8. Cinética de proliferación de células adherentes en L TBMC. Los 

valores corresponden a las medianas obtenidas. de· los cultivos de d.onadores 

normales (MON; n=1 O) y pacientes con LMA en presencia o ausencia de.GM-CSF 

(n=14). La curva de donadores normales es significativamente mayorque aquellas 

de pacientes. No hay diferencias significativas entre las curvas de pacientes en 

ausencia o presencia de GM-CSF. 
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y un incremento en el número de macrófagos (de 29°/o a la semana 3 a 53°/o a la 

semana 5) (Tabla 5), mientras que en presencia de GM-CSF prácticamente 

se mantuvo el porcentaje de blastos .. (de" 47%' .y-50%·a·1as'3-y'5semanas, 

respectivamente) y además observamos un porcentaj~ rnenClr~ernacrófagCls con 

respecto al control a la semana 5 (Tabla 5). Los:granuldcitos.fueron.eLÚpo celular 

con el menor número obtenido a lo largo de todo'.~1;~erio~o;~E! c:i~1!i~o y,~ue¡ no se 

afectó con la adición del GM-CSF. · .. ·.;···;., ·-···''·'•¡': 
Por otra parte en la fracción adherente, no hubo difere-nCias significativas en 

el número de células, cuando se compararon Jos cUltivosf E:lll aú~E!Ílci.3' y presencia 

de GM-CSF (Figura 8). 

Estos resultados nos indican• que ei·~ist~ ú~~;-~isÍÍ'iih¡j2ión E!n Ja. producción 

de células hemafopoyéticas. en LTBMC '·ciE!;'p~ciÉ:r-Íte¿/8c;í:i/respecto a donadores 

normales. sin embargo di_cha-producci_ón•'f;e'iin9reme{ntá.é(,ri.•1a adición de GM

CSF. misma que favorece J¡;{ pres'enéia de: blastC>s Jeucémicos en el cultivo. 
" -. ·. ' . ·." .. ' .- - ' ··. ,, . ·,· ~ ,;- ·:· .: .. ~o:'.. '·:~ ~' :: ,' -. :- ._:; ., . \' ·,··_. .. .-

,:":'.:;·-~-:-:~ .:: : - ~ -- ~--' 

4. Cinética de prog~nitor~~¡hd~~~~-p~yéticC>s ~n'LTBMC. Se determinó Ja 

cinética de progenitores he;~atci~~y'éi:ii:;o~:en';Jos cÚlti~os de donadores normales y 

se observó una continua disn1°iri~~iÓ~ E!n1cis'prog13;nitor~s ~ieloi~es y edtroi,des, sin 

embargo ambos fueron detE!ct~ci(;)~-:ciúr~r-ÍteJC,d~ el)eriJdo:de.cGJtivb (Tabla 6). 

Los progenitores mieloides'fuE!ron1~fque st3prese~taronen·~ayorrlúméro en las 

diferentes semanas de cultivo. No -~e detéct~ron UFÓ~L..:.rJi,6)eif ~ingü.?,º~de Jos 

cultivos analizados. ::.:.:· ·"· •···~> •· 
En los cultivos de los pacientes con LMA; el~f1ÚrT1~~~.:~e/progellitores 

mieloides y eritroides fue muy disminuido a lo largo• de,'tc:>ciii's,.i~~',i:;~'rnan~s de 

cultivo. La detección de progenitores mieloides prácÜ~a~e,nt~·~a·:o·B~~rVóh~sta la 

~:::~: S~:'~:"•:a~~:::: •;~~~::::a:0 ~~a~7;•:17~na;~r~~~~~~t"~it~~:Lt~ 
solamente en dos pacientes se observaron al inicio d~l,_cu'l~i~o~(~~6i~~i~s·Sy .12), 

, ' .. . . . .,. ..• -.- - '~ . - - .• " - . --o~;- • --,- ··" . 

sin embargo, dichos progenitores fueron disminuyendoédurante~las semanas de 

cultivo y solo se detectaron hasta la tercera semana. En los cultivos de los otros 

pacientes no hubo detección de progenitores leucémicos a lo largo de las 

semanas de cultivo. 
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TABLA 5. Morfología de las células presentes en la fracción no adherente de 
los cultivos de pacientes con LMA. 

Semana Condición Blastos Macrófagos Granulocitos 

Control 51 (27-74) 29(20-52) 15(6-43) 

3 

GM-CSF 47 (19-87) 42(5-81) 9(0-18) 

Control 23(10-48) 53(39-65) 19(3-50) 
5 

GM-CSF 50(30-71 )* 32(21-49)* 14(0-28) 

Los resultados representan la mediana (mínimo y máximo) de 1.os valores de 6 

experimentos y corresponden al porcentaje del número total de células. 

*Diferencia significativa con los cultivos control. 

~rJ{:~ r;r~-~ :~_::r- ---·-¡ 
1 

1; ¡". 1 
!..-=-: __ ·::_· __ _:_·---=- ___ _:_:...~_:..:._J 



TABLA 6. Número de progenitores en L TBMC de donadores normales y 
pacientes con LMA. 

1 Semana Progenitor Normal LMA LMA+GM-CSF 
1 (n=1 O) (n=14) (n=14) 

1 

1 
1 
1 

1 

1 

o 

1 

2 

Mieloide 
Eritroide 

LMA 

Mieloide 

Eritroide 

LMA 

Mieloide 

- 5400 (2650 - 1 0550) 
4700 (2300 - 7125) 

o 

2836 (1209 - 6100) 

2131 (696 - 5177) 

o 

75 (O - 1700) 75 (O - 1700) 
50 (O - 4700) 50 (O - 4700) 

O (O - 1600) O (O - 1600) 

34 (O - 262) O (O - 50) 

O (O - 48) 0(0-94) 

O (O - 39) 20 (O - 175) 

o 

60 

1 

1 

¡ 
3* 

Eritroide 

LMA 

Mieloide 

Eritroide 

LMA 

902 (449 - 3792) 

415(196-911) 

o 

1132 (204 - 3506) 

147 (21 - 527) 

o 

13 (O - 68) 

0(0-14). o (0-17) 

O (O - 9) 17(0 - 88) 

8 (O - 32) O (O - 4) 

O (O - 5) O (O - 12) 

O (O - 1) 6(0-38) 

1 
1 
1 

4 Mielo id e 322 (4 7 - 966) 4 (O - 12) O (O - 6) 

Eritroide 29 (O - 116) o o 
LMA o o 5 (O - 48) 

5* Mieloide 317 (50 - 1368) 4 (O - 18) O (O - 7) 

Eritroide 8 (O - 156) o o 
LMA o o 7 (O - 18) 

6* Mieloide 36 (10 - 108) O (O - 6) o 
Eritroide 5 (O - 16) o o 

LMA o o 11 (O - 24) 

Los resultados representan la mediana (minimo y máximo) de los valores del 
número indicado de muestras de médula ósea. 
*En las semanas 3, 5 y 6 el número de células progenitoras incluyen tanto las 
fracciones adherentes como no adherentes. 

: : ,, : . 
,,/ _::, .::~ \ 
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5. Efecto del GM-CSF en la cinética de progenitores hematopoyéticos en 

L TBMC. La adición del GM-CSF a los cultivos provenientes de pacientes con 

LMA, disminuyó el numero de progenitores mieloides y eritroides a lo largo del 

cultivo; los primeros no se detectaron después de la semana 5. mientras que los 

últimos después de la tercera semana. Por su parte, la adición de GM-CSF 

indujo un incremento en la detección de UFC-LMA, dado que como hemos 

mencionado al inicio solo se detectaron progenitores leucémicos en los·cultivos de 

dos pacientes, mientras que de la semana 1 a la 5, estos progeni_tores se 

detectaron en 1 O de los 14 pacientes. A la sexta semana de cultivo solamente se 

evaluaron los cultivos de tres pacientes, de los cuales en dos de, ellos se 

detectaron progenitores leucémicos (pacientes 6 y 11 ). 

Estos resultados nos indican que el GM-CSF favorece el crecimiento de 

progenitores leucémicos en L TBMC de pacientes con LMA. 

TF~'.~ (':}¡'1 -·-1 
[ ;." !_ __ ·-- ' ~~. - - ••• - •.. ~·J.;" ¡ 

---~- ------1 
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6. Discusión 

La LMA es una enfermedad que se caracteriza por la presencia de 

alteracion-es en los mecanismos que regulan la proliferación y diferenciación de las 

células de linaje mieloide, y se origina a partir de anormalidades genéticas en las 

células primitivas hematopoyéticas localizadas en la médula ósea (Fialkow et al, 

1981; Rowley, 1998). El estudio in vitre de la biología de la LMA ha sido de gran 

importancia no solamente en el entendimiento de los mecanismos involucrados en 

la patogénesis de la enfermedad, sino también_ en el desarrollo de estrategias 

terapéuticas para un mejor tratamiento de estos pacientes. 

Uno de los sistemas que se ha utilizado ampliamente en este sentido, ha 

sido el L TBMC también denominado cultivo tipo Dexter, el cual permite el 

crecimiento de células progenitoras hematopoyéticas en presencia de una capa de 

células estromales que asemejan el microambiente hematopoyético de médula 

ósea (Dexter et al, 1977). Con la utilización de éste sistema experimental, se ha 

contribuido a la caracterización de· las células seminales y progenitoras 

hematopoyéticas de los pacientes (Coulombel et al, 1985;- Eaves et al, 1985; 

Schiro et al, 1990; Mayani, 1996). Asimismo, este sistema ha<si~o-utÍlizado en la 

clínica para la purga de células leucémicas in .~itro, cci~;-fi~~s dÉvtransplante de 
.. 

médula ósea (Chang et al, 1989). ;•- 'tg ·"-- ,- .. 
Estudios previos han demo::;trado: quEÍ~rs~\Yi:)u-e!dA/Íri¿riipular. el ·.sistema 

mediante 1a adición de factores cie 'crecimfemt<:> r~c()~i:,¡f1élr1ies '.<tviayani et a1. 

~~~:~ ~:~t~r:: :ª:::~::c~i:\~E1t;~'~fti~~i1r;J~~~~f~?i~t~6€i$~r~;:¿~~~~~~ª:-
transformadas. A este respebto'.üntrélctor- Ímportéln.'t:E3·~5;,e1}FG'ivl~Ó~F. dado que 

• • r • ; • ''• : ., ' •;. •' ;.; ,-,~·' 

favorece el crecimiento di;; las células- mieloides.e Incluso~·se aplicafen los 

pacientes con LMA_•--post~dor ·a1tr~tamiento.,6ón quirriiot~ra~ia/-~ar'~/e1évar los 

niveles leucocitarios. En,,este:trabajo·e~tudiamOs e1'_ef~ctÓ'ded~,adic,ióf,~exÓgena 
de rhGM-CSF sobre la proliferación de cél~las) h~;h~f¿·p¿;·~~~id~~)~~r{.L.TBMC, 

- ; ., :·',;~· .-. ,,.,. ;-o- • ·-.·· .•• ,., • 

provenientes de pacientes con LMA. /'.:)- >•,:- · 
A partir de nuestros resultados hemos observado una disminución en la 

producción de células nucleadas no adherentes en L TBMC de estos pacientes, 

dado que durante las semanas 3, 4 y 5 de cultivo el número de células 

1 1'ESI~:; r~ -·::-·----T 
! Fij.Jl_,;. Dt~: · .. :. ·· ,,: :.i ¡ 
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hematopoyéticas se mantuvo en niveles muy por debajo de los normales, 

alcanzando con el máximo número obtenido tan solo el 31.6o/o de los valores 

norm-ales (dia 35). La adición-delrhGM-CSF incrementó-este valor a 85.2%, esto 

indica que la presencia de ·este factor induce la proliferación de células 

hematopoyéticas en L TBMC de pacientes con LMA. Estos resultados están de 

acuerdo con trabajos previos, en los cuales el rhGM-CSF se adicionó a L TBMC de 

sujetos normales (Charbord et al, 1991) y de pacientes con anemia aplásica 

(Martinez-Jaramillo et al, 1999) y se observó un incremento en el número de 

células nucleadas. 

Otro aspecto interesante que observamos se relaciona con la morfologia de 

las células presentes en los cultivos. En el caso de Jos cultivos en ausencia de 

dicho factor, se observó una disminución en Ja proporción de células blásticas, 

mientras que los macrófagos se incrementaron en proporción; ambos resúltados 

están de acuerdo con trabajos previos (Coulumbel et al, 1985; Maya ni et al, 1991 ). 

Por su parte, con la adición de rhGM-CSF, la proporción de blastos Jeucémicos se 

mantuvo a través de todo el periodo de cultivo, lo cual indica que esta citoci.na es 

capaz de estimular el crecimiento de las células leucémicas •en· __ este_ sistema 

experimental. Este efecto es opuesto al observado en Jos cultivoscde LMA en 

presencia de M-CSF, en los cuales se observó una -inhibicÍéir1 m;,.r¿ada en el 

crecimiento de las células blásticas con la consecuente gene~;:;¡c-Í~;, c:l~ macrófagos 

morfológicamente maduros (Mayani et al, 1991 ). 

En el caso de las células progenitoras, observamosuáá/c:ü~fT1i11ución'en el 

número de progenitores mieloides, eritroides y multi~oien~i~~'~-s e~=)~.ú5i"C:élulas 
nucleadas de médula ósea de pacientes con LMA, én comparCÍC:ióf ~º~• los 

donadores normales, dado que tan solo se obtuvo el 1.22~/.; .d~~cF=s':be1.n~rnero 
observado en estos últimos. Lo anterior indica severas éllteraciones,C::üantitativas 

en el compartimento de progenitores hematopoyético~ · no;~l31~~;:~11-;ja .::rii"ét:lu1a 

ósea de estos pacientes. Por su part13 los progenitoreis 1ciu'6é~i6?s 1'010 se 

detectaron en 2 de 14 pacientes. Ambas obse~aciones CClincid~f"l-~cbn r~sultados 
previos (Mayani et al, 1991 ). Sin embargo, a lo largo de las seis semanas de 

cultivo no se detectaron incrementos en el número de progenitores mieloides y 

eritroides, lo cual se contrapone a estudios previos en los cuales se encontraron 

'l'E e• ¡e_· F_. (\ ¡, ,- ----i 
) 1....:..:: i \; ,j .\' 1 

.. -- ~}_u_j 
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incrementos en la semana 3 y 4 de cultivo (Coulombel et al, 1985; Mayani et al, 

1991 ). Lo anterior indica que probablemente sea una característica propia de 

algunos pacientes- cori LMA:- en donde-se--presente Ja' reaparición de:progenitores -

normales en L TBMC; sin emb~rgo a_ Ja-fÉlcha ~cí s~ C:onoce con prÉlci~iÓn el 

motivo. 

Con la adición del rhGM~CSF;observamos una'd'i'l:iminución en el número de 

progenitores normales a~ le/ l~rgo -del cultivo en comparación con aquellos en 

ausencia de factor. Estos resultados se contraponen con los obtenidos 

previamente en relación al incremento en el número de células nucleadas por 

efecto del factor, sin embargo una posibilidad es que el rhGM-CSF estimule la 

diferenciación de las CFC provocando su disminución y en consecuencia la 

generación de células monocíticas/macrofágicas y granulocíticas, lo cu_al, en_ el 

cultivo se traduciría en un incremento de las células nucleadas. Este efecto del 

rhGM-CSF se contrapone al observado con rhM-CSF en trabajos p_revios, dado 

que este factor fue capaz de inducir la proliferación de CFC normales en varios 

L TBMC provenientes de pacientes con LMA (Maya ni et al. 1991 ). 

Un aspecto importante en este estudio, es que la adición de rhGM-CSF a 

los L TBMC, estimuló el crecimiento de las UFC-LMA, dado que al inicio d~J:cultivo 
se detectaron este tipo de progenitores solamente en 2 pacientes, mie-iitr_;;;i-{(¡Ge en 

presencia de este factor, desde la primera semana y hasta ; la -,q.:¡i~t;:;I/, se 
. . - - -· ' . . . '. ¡" ~'" : . . ,_ 

observaron en 1 O de los 14 pacientes analizados. En los cultivos eri_al..i'séncia de 
- ·,· "¡.,.,,- •. :. 

este factor dichos progenitores se observaron durante las_ primeras/3.:sem~Aasy 
posteriormente ya no se detectaron. La detección de UFG-LMA'eo'.l~s~J~Hi.J~s con 

' •-• - - ,- - -- ,-,, _,~,,-,,~, • ' <• •'<:"o• •_ •, 

rhGM-CSF, correlaciona con la presencia de un porcentaje eleva-c:lcJ,-cie:b1ástos en 

la fracción no-adherente de los mismos. durélnte las s:rT1ª~él~:-3'S;s ctéi'éú1ti~();·por 
el contrario la adición de rhM-CSF a los LTBM_(;,~e_p~~i~bt~~"-c6p:iG.M:.;..'.:_rs'~1Jltó en 

la desaparición de las UFC-LMA en esto5:';ic~"1ti~()s:(~ay¡;rni\ei';;a1¡i0--Í-991J;~Jo-cuál 
indica la diferencia en el efecto de- amb·~;,: -~it'o6i~a~;~~~~~~J}:li:i~'5~;\e;~ií~G1adoras 
del linaje monocito/macrófago. - - - , -- "'-:(} - :_\::; .;- '.- - ~-~: :~- -

Varios grupos de investigación han demostrado ql.Je el rhGM-CSF es capaz 

de estimular el crecimiento de las células leucémicas, tanto en ensayos 

clonogénicos en medio semisólido, como en cultivos en suspensión (Miyauchi et 

~----------------. l TE~~'.~~: C"r~-~\~ i 

_______________________ LJ'AL i,: 
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al, 1988; Oster et al, 1989; Carlo-Stella et al, 1990; lkeda et al, 1993; Maze et al, 

1993). En estos últimos se ha observado que la combinación de citocinas 

recombinantes, en-donde se incluye el rhGM-CSF; favorece el ·crecimiento-de los -

blastos transformados (Johnsen et al, 1993). Con el presente estudio se demostró 

que el rhGM-CSF es capaz de estimular el crecimiento ria solo de l_oS blastos con 

un mayor grado de maduración: sino también de los progenitores leucémicos en 

L TBMC. Tomando en consideración estos trabajos, podemos decir que el rhGM

CSF es capaz de estimular el crecimiento de las células leucémicas de pacientes 

con LMA, bajo condiciones in vitro. 

Uno de los aspectos relevantes que se pueden relacionar a nivel clínico con 

estos resultados, es que si bien la aplicación del .rhGM-CSF recupera los niveles 

celulares de monocitos/macrófagos y granulocitos en pacientes que han sido 

inmunodeprimidos por efecto d_e quimioterapia (Estey, 1994; Hurtado et al, 1995), 

se debe tomar en cuenta que ·puede ser ccmtraproducerite dicha aplicación, dado 

su posible efecto estimulador sobre _los. blastos leucémicos que permanecen como 

enfermedad mínima residual en-·9¡·paCiente,y que podría significar la reaparición 

de la enfermedad. 

Algunos datos indican que el uso del rhGM-CSF no se debe generalizar en 

todos los pacientes de LM,C.. y ~LJ:ahticiaC:ión-~eb_J estar concHcionkda<a su 

evaluación de riesgo/beneficio en c~da c~sd (Es;~y.'1994 )~éa~a ~st() último p~ede 
ser relevante el uso de LTBMC; dadci ~Ue se podría¡:; ~\tC11u;;!~ baJo ~ondicidnes in 

vitre, 1a respuesta de 1.as cétutas 1~u¡:;émicas ~ ra CluimiOtktapía~y ,;,;ye;c,.:i-st:lcül9nte 

adición de citocinas que s~ pudieran -- utiliza~ parél 1CI re~Gper~cié>nici~)a·s cétutas 

normales y con ell~ encontrar el tratamiento másadec~~do~~ra}1i6ho~/P~~ie~tes~ 
En conclusión, hemos dem~strado que la adición de'.rhciM~C-SF, ~ LTBMC 

de pacientes con LMÁ; d~ por r~sultado la 19~tim~lacfón.deli.C:r~ciÍl;lie~t~ cie. los 

progenitores leucéíTlicos (lJFC-LMA) y células blÍ3sticas
0

bajo condlciones Ín viiro. 
Estos resulta~~-l> sugieren que el uso del rhGM-CsF en lo-s tratamientos 

clínicos, debe ~-er --~o~sid-erado con precaución dado que podría inducir la 

reaparición de la enfermedad. 

TESIS CON 
FALLA_ Dr (~:'i('.5N-1 
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Vll.2 Efecto de diferentes citocinas sobre la proliferación y expansión de 

subpoblaciones enriquecidas en células progenitoras hematopoyéticas de 

pacientes con LMA en cultivos en suspensión. 

7. Subpoblación 1 

7 .1 Cultivos empleando medio para L TBMC 

a) Características de la población obtenida por selección negativa. Se 

obtuvieron células mononucleares de las muestras de MO de donadores normales 

y de los pacientes cuyas características se enlistan en la Tabla 7. El número de 

células obtenidas varió entre.los donadores normales de 18.1 x106 a 41.6 x106 , 

mientras que entre los paC::ieri~~~;·:r8e de ~.6 x106 a 138 x10 6 . Estas. células se 

pasaron a través de uri'~ •· colum'na inmunomagnética de separación para 

enriquecer en células co34~·¡i~~· (SÜbpoblación 1) y se recuperó una mediana de 

4.8% de las células inicÍ<31~s' en ·los donadores normales, y de 30.3% en los 

pacientes (Tabla 8). 

Analizamos el porcentaje de células CD34+ antes y después de la 

separación por columna y observamos que en los donadores_normales.seobtuvo 

una mediana de 0.8% antes de la columna y de 18.2%despUe•s delacolúmna, lo 

cual indica un enriquecimiento de 22. 7 veces en la población CD34+ Hn~ (Tabla 9). 

Por su parte, en las células de los pacientes _sé ?~~E:lp;c:,,<~lgo ~uy 
interesante, dado que los valores de CD34 antes de· la·cC>l~rn;,ª~ffuér()n ·.muy 

opuestos entre los pacientes analizados (tres paciente~;T~blai,9)·,·d~clci'q'ue en 2 

de ellos no detectamos células CD34+, mientras que ein.e1>dtro;''éi:va'ici?.fue de 

77%. Después de pasar las células por columna se evalÚ~~~~f"l(á·iP';:J'~fe_ílt~s. sin 

embargo al analizar los valores obtenidos en los tres p~ciéÍJtes,q'Ueíevaluamos 
previamente, dichos valores fueron similares a aquellos :6~t~nidÓ~ antes de la 

separación (0%-78%), por lo que no detectamos en~i~í'.l~cii~i¡;;hto ('rabia 9) .. 

Debido a lo anterior, podemos decir qi:Je, Cli'~h~ll~~/ ¡;;lila sLibpClblación I, 

encontramos que no todos los pacientes de LMAe;,)(pre~ant31 ~nti~e~o CD34. 
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TABLA 7 . Características de los pacientes incluidos en esta parte del estudio. 

[Paciente Edad/Sexo Subtipo Hb Plaquetas Leucocitos Blastos SP Blastos MO 

X103 X103 (%) (%) 

1 1 40/M LMA-MO 10.2 33 40 13 65 
1 

1 
2 27/M LMA-M2 5.4 92 25 37 50 

! 
1 3 21/F LMA-M2 6.2 78 4.2 10 35 ! 

4 51/M LMA-M2 13.3 6 37.9 35 78 

5 18/M LMA-M2 11.4 36 3 14 80 

6 25/F LMA-M3 8.1 17 6.1 12 34 

7 43/F LMA~M4 B.O 29 45.6 28 95 

8 21/F LMA-M4 7.4 45 61 26 64 

9 17/M LMA-M4 12 18 21 5 68 

10 23/F LMA-4 7.2 32 27 14 59 

11 19/F LMA-4 9.4 25 33 16 84 

12 32/M LMA-4 8.6 37 26 31 92 

M, masculino: F. femenino; Hb, hemoglobina; SP, sangre periférica: MO, médula 

ósea. 

TESF~ con 
_;_ ____ .:. . ______ :.__: _____ ! 



TABLA 8. Porcentaje de recuperación de células lin- después de la 
separación por columna. 

Donador 

Normal 
(n=5) 

LMA 
(n=12) 

Recuperación 
(%) 

4.8 (3.04 - 5.8) 

30.3 (2.1 - 74.2)* 

68 

Los resultados representan la mediana (mínimo y máximo) del número indicado de 

muestras. 

*Diferencia significativa con los valores de donadores normales. 



1 
1 

1 

1 

1 

TABLA 9. Enriquecimiento de progenitores hematopoyéticos de 
médula ósea de donadores normales y pacientes con LMA. 

Células CD34+ Células Formadoras de Colonias 
(%) ___ (%) 

Pre-columna Post-columna Pre-columna Post-columna 

69 

1 Normal 0.8 (0.3 - 1 .2) 18.2 (8 - 21 .5)* 0.4 (0.3 - 0.5) 4.9 (4.4 - 13.8)* 
(n=4) (n=4) (n=5) (n=5) 

LMA O (O - 77) 0(0-78) 0.004 (0 - 0.01) 0.015 (0.005 - 0.1 )* 
(n=3) (n=3) (n=12) (n=12) 

Los resultados representan la mediana (minimo y máximo) del número indicado de 

muestras y corresponden al porcentaje de células CD34+ y células formadoras de 

colonias antes (pre-columna) y después (post-columna) de la selección negativa. 

*Diferencia significativa con respecto a los valores pre-columna. 

TESIS CON l 
J?l\LI_~~-· ·:~-:~?J 1 
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Con respecto al porcentaje de CFC, en la población antes de la columna de 

los donadores normales detectamos una mediana de 0.4% de CFC. mientras que 

después de fa columna. fa mediana fue de 4.9%. 16 cualindica l.in enriqüecimiento 

de 12.2 veces; mientras que en los pacientes antes.de la'columria fa'mediana fue 

de 0.004% y después de fa columna fue de 0.015%, por lo tanto el enriquecimiento 

fue de 3. 7 veces (Tabla 9). Cabe señalar que erí los tres pacientes analizados por 

inmunocitoquímica. el enriquecimiento fue de 3.4 veces, similar al obtenido al 

analizar a los 12 pacientes (Tabla 9). Estos ,resultados nos indican ·que el 

procedimiento de separación utilizado es adec~ado_ para-enriquecer. p'rogenitores 

hematopoyéticos. 

b) Cinética de proliferación. Para punt¿afizar el C::oncepto de· profifi3racÍón, 

se puede definir como la producción de células ~·~artirde ~na pbblaciÓn c:;eh.llar en 

particular sin importar el tipo de células que se e~t~n Pr,c)d~cie~do Cf'i~Ura 2).<Así, 

se evaluó fa actividad proliferativa de las siguientes 26rnbinacionesde citocinas 

sobre las subpobfaciones obtenidas: SCF+IL-6 (cc:;ct~l ·básico I;' f~vore.cen fa 

viabilidad de células primitivas); SCF+IL-6+GM-CSF;:.:_G'-CSF (coctel miefoide, 

favorecen el crecimiento de células de linaje mieloidé);> SCF+IL-6+EP0+1L..:3 

(coctel eritroide, favorecen el crecimiento de células de linaje eritroide); y coctel. 

mixto 1 (todas las citocinas). Además se evaluó un cultivo libre dé citocinás como 

control. Decidimos utilizar estos cocteles, dado que, 'enfrabi;;jos previos rá~lizados 
en el laboratorio, observamos una adecuada profiferélción d~ cé1J1éli:{prog.,;nift:l~as 
hematopoyéticas normales provenientes de cordóp urT1~ili6é;ll{t1e>_i;E!~29>''8~&1,~n:É.li:af, 
2002). 

En el caso de fas células provenientes de dómidores nbh"Tlcileis; ob:;el"'iarnos 

un incremento en el número de células totales de 1_~6 ve:~es'~rl;;ausencia de 

citocinas al día 5 de cultivo y posteriorme.~te: estoS va{c;~es dismilllly~eron a 1 A y 

1.1 veces a los días 1 o y 15 respectivame;,i_e (F,i9~[~~~>:hª'?~·~ns?~~:~i'.8~~¡~()se 
alcanzó un incremento de 5.2 y 4.6 veces: a_.ios ~ías'~10 iyi1s:·gón IC:Ís co'cteles 

mieloide, eritroide y mixto 1. hubo u~ incremento 'c6nti~~o:dur~ñf~· 16s diferentes 

dfas de cultivo y se alcanzaron valores significantes de 87.1, 89.6 y 98.8 veces 

respectivamente al día 15. 

SCON 1 
·:::·i .;·(~f EI~ 1 
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FIGURA 9. Cinética de proliferación de la subpoblación 1 enriquecida de 

células progenitor~s. Los valores corresponden a las medianas obtenidas de los 

cultivos de don~~-;rés normales. (n=5)y pa~ientes con LMA (n=12). N. donador 

normal; L. LMA. Los valores de los cultivos de donadores normales fueron 

significativamente mayores que los correspondientes de pacientes. 

,_··-....:.......". - . ___ :._ --~--
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En los cultivos provenientes de los pacientes. en ausencia de citocinas 

observamos una disminución constante en el número de células totales. hasta 

llegar a un valor de 4°/o del número inicial al-:dia--15 de cultivo. 

Con el coctel básico 1 se mantuvo el número celular al dia 5 (1.08 

veces) y posteriormente disminuyó a 8% del valor inicial al día 15. Con los 

cocteles mieloide, eritroide y mixto J, se observó un incremento constante hasta el 

d ia 1 O. en donde se alcanzaron valores de 1.6. 1.1 y 1. 7 veces respectivamente; 

mientras que al día 1 5 de cultivo, en los tres cocteles los valores se observaron 

por abajo del número inicial (Figura 9). Al analizar a los pacientes por subtipo, no 

se observaron grandes diferencias con respecto a la evaluación en grupo; dado 

que los máximos incrementos se obtuvieron con el coctel mixto 1 y fueron Jos 

siguientes: LMA-MO. 2.1 veces (día 1 O); LMA-M2, 3.2 veces (día 5); LMA-M3, 0;8 

veces (día 10); y LMA-M4, 1.3 veces (día 10). Los valores obtenidos en Jos 

cultivos de los pacientes con Jos cocteles evaluados. fueron significativamente 

menores a aquellos de donadores normales. 

Los resultados anteriores señalan una disminución bastante pronunciada en 

la proliferación de las subpoblaciones obtenidas por selección negativa-<de Jos 

pacientes con LMA, con respecto a las células de los donadores normales:.<:-

Para descartar Ja posibilidad de que existan diferencias en-- Ja' ~~~Clcidad 
proliferativa entre las subpoblaciones de donadores sanos y pacie'~tes. 'C:iebiCÍo.a 

los diferentes porcentajes de células CD34+. analizamos a los pacient~~·-ciEi- LMA 

dependiendo de dicho porcentaje y los clasificamos en dos gn:ipos; ·a)':a-~Úellos 
que expresaron menos del 10% de células CD34 (0% a ,5%) y b). Clqu~11C:s· que 

expresaron más del 10% de células CD34 c52°10 a78%). 

En los dos grupos señalados. en ausencia de citocinas: se - obtuvieron 

valores menores que el númer~·inicial• durante todo el •• perlodc:¡:cie;-cultiv~Fcon el 

coctel básico 1, en ambo~ grupos;,5ce'.: i.n~rerr~ntó -~I nfin1~~"Q·e:~lºi~r ~-.1;i~Y 1 _.3 -

veces al día 5 de cultivo respectivámente~ sin embargo en los días -posteriores 
. . - -: . '. .----~ _, __ ._. ___ -,-· J.· -~ ·.· ;_..-:·. -=·' . -· . "" ' . - .,-. .-. . 

hubo una disminución éor{resp'écto al nl'.lmi3ro inicial. Con los cocteles rnieloide, 

eritroide y mixto 1, no hubo dif~re~~ias significativas en los valores obtenidos de 

células totales entre ambos grupos durante todo el periodo de cultivo; el máximo 

valor obtenido fue una mediana de 3.5 veces con el coctel mixto 1 al día 1 O, en 

.---"'F.,.,,.., r.-----1 l _;_ '. ~~. ~ ~ ; ~;. ' 
----------------------~- '· --- , . i. ~- - -_ ) ':~W 
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aquellos que expresaron menos del 10% de células CD34+, mientras que en 

aquellos con más del 10°/o el máximo valor fue de 3.2. veces con el mismo coctel 

(día 10). Ambos valores son mayores--a- la· mediana-c·obtenida."con--todos---los 

pacientes y con el mismo coctel (1.7 veces)~ Sin~emt:>afgo.·e~éualquiercaso·los 
. ' .. -· . . ~ ' ' 

valores están muy disminuidos en relación con·aquellos.obtenidós'C::6ri las células 

de donadores normales. en donde con el mism(:, co~il:l1 ~-.ii1:~isrT1() dia de cultivo 

se obtuvo un incremento de 87 .5 veces. :. __ ;_i:<,_,;-_ •' ·-·· -c-'_ 

c) Expansión de progenitores hematopoyéticos. Eitér~ino expansión 

indica la producción de más células que retienen ciertas ~ara'~teristi~as de la 

población celular inicial (Figura 2). En el presente estudio anáÚzamos la expansión 

de la población enriquecida de células CD34+ lin- proveniente de donadores 

sanos a través de su capacidad para generar CFC después de 1 O y 15 días de 

cultivo. y la comparamos con la subpoblación 1 de los pacientes con LMA. 

En los cultivos celulares de donadores normales, en ninguna de las 

condiciones de cultivo observamos expansión. El máximo valor obtenido fue de 

0.7 veces con el coctel mieloide al dia 15 de cultivo (Tabla 10). En el caso de 

los pacientes no se detectaron colonias en ocho de ellos desde el día-- cero (1-

LMA-MO, 4 LMA-M2, 1 LMA-M3 y 2 LMA-M4). Debido a lo anterior,. únÍcamente 

analizamos 4 pacientes en cuyos cultivos observamos la formaci-ón dé:~olonias. 
. -- -

Así. en ausencia de citocinas y en presencia del coctel básico 1 no hubo eixpansión 

(Tabla 1 O); sin embargo en presencia de los cocteles mieloide, eritr~ide ~::mi~to 1, 

hubo una expansión de 3.04, 2.2 y .. 2.3 veces respectivamente: Es irn~~rtánte 
o -, - : . · '. .. ' _ ~·-· .. _.-' :~·:o:' ·- · . .,::.'º'.·>; .-. '_,, __ '. ' 

señalar que en ninguno de los _días de cllltiv~ detectamos í~ipr~~encia de 

progenitores leucémicos y solamente observarTios progenitbres r+ib.fc;1Óg·¡;:;á1T1~nte 
normales. 

De igual manera. analizamos la :e~p~nsiónice1L1ar de-la,sútib6_t>;~cii:in 1 de 

::,::::~:,;:~~:~::~:~~:~l~tr;:?.~~ii~~f i:i~~:~g~f f~~~g¡4~f f ~_"::: 
analizamos la expansión de las células de un pa6i~~t~ di;;I subtipo LMA-M2 y 

observamos que en ausencia de citocínas y en presencia del coctel básico 1 no 

hubo expansión, mientras que en presencia de los cocteles mieloide, eritroide y 
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mixto l. obtuvimos incrementos de 5.4, 8.5 y 6.5 veces, respectivamente (Tabla 

10). Por su parte, en 2 pacientes del subtipo LMA-M4 en ninguna de las 

condiciOries -_analizadas observamos expansión;--- sin ' embargo ---es -- importante 

señalar que en un tercer paciente de este subtipo se-obfüviérón incrénienfos de 

6.4. 3.8 y 3.9 veces con los cocteles mieloide, eritr~idé y mixto 1 ~Údía 1 O _de 

cultivo (valores máximos; Tabla 1 O). :,·>'.' 
x~·.'. 

Por otra parte, un aspecto importante que obserJ<firnos: es que'. en. aquellos 

pacientes que expresaron menos del 10% de células co34¡. ~'~ ~i~d~~c; de i~s 
cocteles hubo expansión, mientras que en aquellos con més _d~I } 0%, hubo 

expansión en todos los cocteles analizados al d_ía 1 O de- cultivo, excepto en 

ausencia de citocinas (Tabla 1 O). El máximo valor obtenido fue con eÍ :coctel 

eritroide en donde el incremento fue de 6.1 veces. 

Estos resultados indican que las células progenitoras que dan lugar_ a la 

formación de colonias morfológicamente normales. de algunos pacientes con 

LMA, poseen un mayor potencial de expansión que aquellas provenient'e_s. de 

donadores sanos, bajo estas condiciones de cultivo. Además, dicho potenc:;ial se 

observa solamente en los pacientes con más del 10% de células CD34+;·10 cual 

podría indicar que la expresión del antfgeno correlaciona con la presencia de un 

mayor número de progenitores normales, dado que en los donadores -sanos 

dichos valores también fueron superiores al 1 Oo/o. 

1 
-.-: ~- r 1 

__ .:c::.~J:2-.! 
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TABLA 10. Expansión de CFC en cultivos en suspensión de la población 
enriquecida con células progenitoras provenientes de donadores normales y 

pacientes con LMA. 

Donador Control Básico 1 Mieloide Eritroide Mixto 1 

Normal 0.004 0.03 0.7 0.4 0.5 
(n=5) (O - 0.03) (O - 0.07) (O - 1 .9) (O - 0.5) (O - 1. 1 ) 

LMA o 0.2 3.04 2.2 2.3 
(n=4) (O - 0.3) (0-1.8) (0-6.4) (O - 8.5) (O - 6.5) 

LMA-M2 o 0.3 5.4 8.5 6.5 
(n=1) 

LMA-M4 o 0.1 0.6 0.7 0;7 
(n=3) (O - 0.3) (0-1.8) (0-6.4) (O ..: 3.8) (O - 3.9) 

LMA (n=2) o 0.07 0.3 0.3 0.3 
{<10%) (0-0.1) (O - 0.6) (O - 0.7) (O - 0.7) 

LMA (n=2) 0.15 1.09 
(>10%) (0-0.3) (0.3 - 1.8) 

Los resultados representan la mediana (mínim~ y,rnáxi.fTÍo)'d~linÚ~~~~.T~c:licádo de 

muestras y corresponden al máximo increr;iento,en:vece~.en E!'ll'.úniero de CFC 

(comparado con el día O) obtenido en los dcmadciresr~6~~ale~ ~i·c:lia,1,5 y ;,;nlos 

pacientes al día 10. El número inicial de,ci=c'~{°~r~;o,'~~·"t;;pa6i€in~~s<10.;/º de 

CD34+ (2 LMA-M4) y >10%. de co34+ -CLMA~M2::Y LrVlA'-M4 ). con:io. podemos 

observar solamente ·e~ aquellos p~(;iemt~~ con más. del 10% de CD34+, se 

detectan incrementos en la expansión de CFC. 
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7.2 Cultivo empleando medio de expansión más FL y TPO. 

a) Características de las células obtenidas por selección negativa. 

Debido ac que· observamos •Una·cdisminución, en. la proliferación de las células 

provenientes de los pacientes con LMA.con respecto a aquellas de donadores 

normales, pensamos qúe · posiblem~nt~ e~ las combinaciones de factores 

evaluados, era necesaria la adición·de dos· citocinas que se han definido con la 

capacidad de inducir la' ~rCJlifeiación de células hematopoyéticas primitivas 

(Wendling, 1999; Nakahata, 2001 ). y que se sabe los correspondientes receptores 

están presentes en las células leucémicas (Wendling y Vainchenker, 1998; Nace 

et al, 2001 ). ello con la finalidad de mejorar las condiciones para su proliferación. 

Estas citocinas fueron: trombopoyetina (TPO) y FL T-3L (FL). Además, 

adicionamos una segunda variable para mejorar dichas condiciones, por .lo que 

utilizamos un medio de cultivo de características especiales para expansión celular 

y que no contiene suero (Stem Span, Stem Cell Tecnologies; ver· metodología). 

Las características clínicas de los pacientes incluidos en esta fásei~del ;,;~tdciio se 

presentan en la tabla 11. 

De igual manera que en la sección anterior. se dete~mi~arog lb~>~~rcentajes . · .. , .. ,·· .. ,"·.\·,'-;_,, .. ,; ._,, .. , .... ': ... ,. 

de recuperación después de la separación por columna: einr las' células 'ele los 

donadores normales y pacientes (Tabla 12). Se 6bservl3~éí'n ~~1C:>i-es ~i~ilareil5 a los 

obtenidos previamente (Tabla 8); una 

49.1 % en los pacientes (Tabla 12). · · , >. ' . ·. :\·' < 
Asimismo, se determinaron los porcentajes d-~ c~1D1as co34-i-/y cie:C:;f=c de 

las poblaciones enriquecidas (Tabla 13). En el casó ~c:Íé1tb(:¡fCi:int~jEl_ d~Scié1LJlas 
CD34+ (posterior a la columna) en los donadores 'normale.sJ<se clbtu~o un 

enriquecimiento de 23.4 veces, mientras que en CFC fu~ cl~{1s~2,'.~~~es/En los 

pacientes el enriquecimiento de células CD34 después de 1a:'C:C:>í8~~¡;;'\fLJe,c:le 2.2 

veces y el de CFC fue de 4.7 veces. Los valores obteni~C>s,;~rf~i.~;,dqu~dirniento 
de células CD34+ y de CFC fueron similares a aquellos pr~~i~ménte·dÍ3térmiílados 
para los donadores normales (Tabla 9; 22.7 y 12:2.ve~~s.;r~i'!:>~bti\¡arriente): En el 

caso de los pacientes, observamos enriquecimiento de células CD34-+' a dife~encia 
de la sección anterior (Tabla 9); no obstante el valor de CFC fue similar al obtenido 

previamente (Tabla 9; 3.7 veces). 

---------------------~ 

1 TF::~1< ('·~~~---¡ 

L._· .. _, -- -~~-~-J 
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TABLA 11 . Características de los pacientes incluidos en esta parte del 

estudio. 

Paciente Edad/Sexo Subtipo Hb Plaquetas Leucocitos Blastos SP Blastos MO 

X103 X103 (%) (%) 

34/F LMA-M2 11.3 38 33 12 70 

2 23/M LMA-M2 6.4 76 8.2 7 78 

3 29/F LMA-M3 5.4 55 19.7 13 49 

4 45/F LMA-M3 12.2 49 33.4 23 56 

5 24/F LMA-M4 10.8 22 7.4 19 83 

6 28/F LMA-M4 9.6 37 51.1 15 67 

7 32/M LMA-M4 11.5 42 25.3 29 92 

M, masculino; F. femenino; Hb, hemoglobina; SP, sangre periférica; MO, médula 

ósea. 

m11r--i ,,..1 ,- ,. .. \,.T -¡ 
1 1 :-'i: ... . . . 1 

F I·~t e, • ,__, ,_ '. _ ~· -·~~-: .j,J j 



TABLA 12. Porcentaje de recuperación de células lin- después de la 
separación por columna. 

Donador 

Normal 
(n=5) 

LMA 
(n=7) 

Recuperación 
(%) 

3.3 (2.8 - 5.1 ) 

49.1 (2.7-62.4)* 

78 

Los valores representan Ja mediana (mínimo y máximo) del número indicado 

muestras. 

*Diferencia significativa con respecto a Jos valores de donadores normales. 
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TABLA 13. Enriquecimiento de progenitores hematopoyéticos de médula 
ósea de donadores normales y pacientes con LMA. 

Normal 
(n=5) 

LMA 
(n=7) 

Células CD34+ 
(%) 

-Pre-columna Post-columna 

0.9 21. 1 * 
(0.6 - 1.2) (8.0-41.3) 

16 36* 
(0 - 37) (0 - 63) 

Células Formadoras de Colonias 
(%) 

Pre-columna 

0.45 
(0.05 - 0.9) 

0.008 
(O - 0.01) 

Post-columna 

8.2* 
(3.8 - 11.6) 

0.038* 
(0.01 - 1.4) 

Los resultados representan la mediana (mínimo y máximo) del número indicado de 

muestras y corresponden al porcentaje de células CD34+ y CFC antes (pre

colurnna) y después (post-columna) de la selección negativa. 

*Diferencia significativa con respecto a los valores pre-columna. 

TESIS CON 
FP~LL.A _pz (~;~~~~lí~GI\I 

1 

, . ....-- - ·.: -, . --.. ~ 
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b) Cinética de proliferación. Con la adición de TPO y FL a los cocteles 

analizados y la utilización del medio de expansión, evaluamos las siguientes 

condiciones de cultivo: a) c6ntrol (ausenciá.dé.Citocinas); b) SCF+IL-6+TPO+FL 

(coctel básico 11) y c) SCF+IL-6+GM-CSF+G-CSF+TPO+FL (coctel mixto 11). 

En los cultivos provenientes de donadores normales, observamos un 

incremento en el número de células totales de 1 .8 veces en ausencia de citocinas 

al dia 5 y posteriormente estos valores disminuyeron a 0.7 y 0.01 a los días 1 O y 

15 respectivamente (Figura 1 O). Con el coctel básico 11 se alcanzó un incremento 

de 17.1 veces al día 10 de cultivo, superior a los 5.2 veces obtenido en.ausencia 

de las dos cítocinas mencionadas. Con el coctel mixto 11. hubo un- incremento 

continuo durante los diferentes días de cultivo y se alca?zaror(vé)loresde 29, 217 

y 707 a los días 5, 1 O y 15. Estos valores son significativa;.~ríté superiore~ a los 

obtenidos previamente con el coctel mixto 1 a los dfa'.3 Í,s~Aál~d~~;.· ~n -~or:ide ·el 

máximo valor obtenido fue de 98.8 veces al dí8 1.s.·('F.-iQUíá~-:~9)-J/·::.~.::·:·(;·:. -,.'-.· -. .:.-,_ .. .- -- .... - . .· .• "~ 

A pesar de que las condiciones de cultiv8 fuei'onrmásic:i'é:iect:iadas.para la 

proliferación de las poblaciones celulares normales;.eri··el:•:-casc{ide':las células 

provenientes de los pacientes, dichas condi6i~fric!:i~ ri6<'.tu~%;, iG"fideint:eí3para 
·-.";-·-

incrementar su proliferación. 

Así, en los cultivos celulares de los pacientes, en at:Jse~c'i8:'J~~cit66inas 
observamos una disminución constante en el número de cé1ú1a's·:;;;'tofales"''hasta 

alcanzar solo el 2% del número inicial al día 15 de culti~() '<~.i~yr~·1d{ Con el 

coctel básico 11 no hubo incremento en la proliferación e11/n,í69-~~o'_;cjf los días 

analizados y el máximo valor fue de 0.61 veces al día 5. c8n•::;;;1_'c6:bt;;Í~~ixt~·11. el 
- . ·., - . i -.· - ·- -~- : ·-·-\ _.. • . - ' . 

máximo valor observado fue de 2.08 veces al día 15; dicho \/aior;fl.le'muy similar al 

máximo obtenido previamente con el coctel mixto 1 (2.02 ve~es:'CiÍci'5):' . - . 

Al analizar la proliferación por subtipo de LMA>·enco'nframos- que en los 

cultivos de dos pacientes con LMA-M2, solamente se obt~vi~rb.rí'incre-rrÍentos con 

el coctel mixto 11 de 2.1, 1.8 y 2.1 veces a los días 5, 1oy;~5: respectivamente. 

TESJS C~G!~ 
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FIGURA 1 O. Cinética ·de proliferación de la subpoblación 1 enriquecida de 

células progenitoras .. Lo.s valores corresponden a las medianas obtenidas de los 

cultivos de donadores nor~ales(n=5) y pacientes con LMA (n=7). N. normal; L. 

LMA. Los valores de los cultivos de donadores normales fueron significativamente 

mayores que los correspondientes de pacientes. 

! 
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Con el subtipo LMA-M3 (dos pacientes), sucedió algo similar, dado que solo 

se obtuvieron incrementos con el coctel mixto 11 de 1.3, 1.6 y 1.07 veces (días 5, 

1 O y 15 respectivamente). En tres pacientes· de - la variedad lMA.:.M4 -no se 

observaron incrementos en ninguna de las condiciones analizadas, 

Por otra parte, en aquellos pacientes (1 LMA-M2 y 2 LMA~M3)~on ,menos 

del 10% de células CD34+ (0% a 4%), solamente observarnos inc~emeritos de 

1.9 y 2.1 veces con el coctel mixto 11 (días 1 O y 15 respectivarnent~}~:',A.~'j~i~ri,6, en 

los pacientes (1 LMA-M2 y 3 LMA-M4) con más del 10% de C034-f-'(3~o/o a 63.;/o), 

solamente se obtuvieron incrementos de 2.09, 1.1 y 1.2 veces con·el:coct~I mixto 

11 (días 5, 10 y 15 respectivamente), a diferencia del incrernento~~-7,o?'.~~c'es c;on 

el mismo coctel en los cultivos de donadores normales. · < ·:. ,, '' .· . , : .~. ~-; ;·, -

Con estos resultados, podernos confirmar que el potenci~l'§~.·proliferación 
de las células progenitoras hernatopoyéticas de pa~·if3nt~§ - con LMA, · es 

significativamente menor que el potencial proliferativo d~}1a'~- cé11.Jl~s:~~ogenito~as 
provenientes de donadores normales. 

c) Efecto de TNF-a en la proliferación _de'.'.~ér.'.i1.~s:he~at<:>~oyéticas. 
Dado que existen evidencias de -que TNF-a: e~' ~;, ·!;¡6tor:q·u~· fa~ó;ece la 

proliferación de blastos leucémicos (Elbaz et al, 1991 b), 'decidirnos 'evaluar su 

participación en la proliferación de subpoblaCian'e'l:> ·p~i~ití\/~~:'.ci~ l..MA.. Así. al 

adicionar TNF-a a los diferentes cocteles, se obserVó uriá:di~h{inücióri significativa 

en la proliferación tanto en las células de donad~~e~- normales, como en aqUellas 

de los pacientes. 

En los cultivos celulares de donadores normales;- en ausencia de citocinas 

obtuvimos el 54% y 10°/o del núme.ro celular. obtenido en ausencia de TNF-a (dla 

5 y 10 respectivamente); al día 15 no detecta.mes células (Figura 11). Con el coctel 

básico 11 se obtuvo una disminución constant~ en el número celular y ,los,~'31or,es 
fueron de 51.1 %, 15.08%,y 1.4% de los obtenidos con los cultivos.en a.:.is~'íic;ia de 

TNF-a (días 5, 1 O y 15 respectivamente). Por su parte con el coctel !'llixto 11 en 

presencia de TNF-a, se obtuvo el 51.7%, 48.5% y 7% (días 5; 10 y 15 

respectivamente) de los valores obtenidos en ausencia de este factor. 

r-----::-:::-:--------- .-
T::'. s TJ .s_'. r. ,-, 1·. r I:i '-~; 1.,, J.:.·~ 

.l.-
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FIGURA 11. Proliferación de la subpoblación 1 enriquecida de células 

progenitoras en presencia de TNF-a.. Los números corresponden al porcentaje 

de Jos valores obtenidos en Jos cultivos en ausencia de TNF-a. (100%), de 

donadores normales (n=5) y de pacientes con LMA (n=7) en presencia de este 

factor. En todos Jos casos en presencia de TNF-a., Jos valores son 

significativamente inferiores que en ausencia del factor. 
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De igual manera, en el caso de los cultivos celulares de los pacientes, en 

presencia de TNF-a. y en ausencia de citocinas, obtuvimos el 22.7°/o y 16.6% (días 

5 y 1 O); al día 1 5 no obser-Vamos celulas (Figüra 11 ). -

Con el coctel básico 11, obtuvimos el 36~06°1o. 18.5% y 9.09% (día~ 5, 10 y 

15 respectivamente); mientras que con el coctel rn.ixto 11 se obtuvo él 70.1 %, 20% 

y 10.5% (días 5, 1 O y 15 respectivamente) de los v'alores Obtenidos en los cumvos 

en ausencia de este factor. Estos resultados·· nos indican que las .. células 

progenitoras hematopoyéticas de pacientes y _ de donadores normales son 

sensibles al efecto inhibidor de TNF-a. 

d} Expansión de progenitores hema.topoyéticos. Con estas>nuevas 

condiciones de cultivo, observamos que en las células de donadores normales en 

ausencia de citocinas no hubo expansión cel~lar a los dias 1 O y 15 (0.16 y 0.01 

veces, respectivamente; Tabla 14). Sin embargo, con el coctel :·básico 11 

observamos una expansión de 6 y 2.2 veces a los días 1 o y 15 res2~C:ti~élf"l1ente; 
ambos valores son superiores a los obtenidos·anteriormente con er·C:oct~l.bé'sico 1, 

.. ,. .'.;· .. _ ::·'.·-,.·- .;. 

dado que el valor máximo fue de 0.03 veces al día 15 (Tabla 1 O):\Lós -valÓres 

máximos obtenidos en expansión fueron con el coctel mixto IÍ, .c6n'\'i.'.J~c:l'rn'i:idiana 
de 26 veces a los días 10 y 15. Este incremento es mayor qtil:Í.~l:o-bt~nid6c()n el 

coctel mixto 1, en donde el máximo valor fue de 0.5 veces al clicl~~·~:cfr_'3'6í~10). 
En el caso de los pacientes, al igual que en -1a seéciónr"~'nterior,. los 

analizamos por diferentes grupos: pacientes totales, pacientes· -p6~>s¿btipo de 

leucemia y por porcentaje de células CD34+ (<10% y >10%): ,,.'¿<:~-é 

Al analizar a los pacientes totales, no observamos expans;ióri:en:;Jos\tres 

cocteles evaluados en los diferentes días de cultivo; el valor m;ii.Xir;6'.t-_~~ d'~ 0.4 
veces con el coctel básico 11 (Tabla 14). Cuando se analizaron .. dependiendo del 

. . . .: _ ... _'"' ' ·-·· ' '.->-~-- ··' ;" ,. : . -· . ' 

subtipo de leucemia, observamos que en aquellos con'.:.LMÁ~rV!3;'.f'.i-'lo .hubo 

expansión en ninguno de los cocteles, mientras que en aque11C>s:C:B';..;jos'subtipos 

LMA-M2 y LMA-M4, se observaron incrementos .• de,3~3;y.2;3;-,~~cei~;· ~on los 

cocteles mixto 11 y básico 11 respectivamente (Tabla ·14). 

Por su parte al analizar a los· ·pacientes dependiendo del porcentaje de 

CD34+, en aquellos con menos del 10º/o no hubo expansión, mientras que en 
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TABLA 14. Expansión de Células Formadoras de Colonias en cultivos 
líquidos de la población enriquecida con células progenitoras 

hematopoyéticas provenientes de donadores normales y pacientes con LMA. 

Control Control Básico 11 Básico 11 Mixto 11 Mixto 11 

Donador +TNF +TNF +TNF 

Normal (n=4) 0.16 o 6 0.12 26 0.42 

(O - 2.9) (O - 0.07) (1.7-18.2) (O - 1) (6.2 - 61.9) (O - 18.7) 

! LMA (n=7) o o 0.4 o 0.39 o 
1 

1 

(O - 1.6) (O - 8.7) (O - 0.6) (0-9.7) (O - 1.5) 

1 LMA-M2 (n=2) o o 1.2 o 3.3 o 
(O - 2.4) (0-6.7) (O - 0.1) 

! 
1 
1 LMA-M3 (n=2) 0.8 o 0.2 o 0.07 o 

(O - 1.6) (O - 0.4) (O - 0.1) 

LMA-M4 (n=3) o o 2.3 0.4 1.3 0.1 

1 (O - 1) (O - 8.7) (O - 0.6) (0.3 - 9.7) (O - 1.5) 
1 
1 

1 LMA (n=3) o o o o o o 
(<10%) (O - 1.6) (O - 0.4) (O - 0.1) 

LMA (n=4) o o 0.2 4 0.08 

(>10%) (O - 1) (O - 0.6) (0.3 - 9.7) (O - 1.5) 

Los resultados representan la mediana (mínimo.y máximo) del número indicado de 

muestras y corresponden al máximo increrne~to.en veces en el número de CFC 

obtenido (comparado con el día O); dor;adcires'~ormales y pacientes al día 10. El 
'': .-_,,,· ... -:;-· 

número inicial de células al día O es 1. Pacientes <10% de CD34+ (1 LMA-M2 y 2 

LMA-M3) y >10% de CD34+ (1 LMA-M2 y 3 LMA-M4). 

¡;: T '.f~S!~. ~_O Ne·.,, r ! 
--~-::::~_1 __ ! ~--~jd.-:·_ i : . '. _:i~~-_l 
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aquellos con más del 10°/o, se obtuvieron incrementos de 2.4 y 4 veces, con los 

cocteles básico 11 y mixto 11. respectivamente (Tabla 14). Estos valores fueron 

similares a los obtenidos anteriormente con-los cocteles tiásico•ly-mixtod.(1.09 y -

5.22 veces respectivamente), en aquellos con más dei 10°/o de céh.ilas.'co34._ 

Por su parte, no hubo expansión en aquellos cc:mrnerios del 10%-.:al igual 

que en ~::o:oc;:~:~t:::~za~:: ª:::;i~:~nt:ue. · ~~ist~~ diféréncia~':~e!ltre ios 

progenitores hematopoyéticos morfológicamente rlorm.,;l~s d~ pa-Ci~rit~s'' c6rl LMA -· ,, , .. ' ,,.,,- . ,_ 

y aquellos provenientes de donadores sanos .. sin'.embargo!~::~ifer~~cia'.C:le)os 
cocteles anteriores, en ausencia de suero y ~n~p~eS:enci~:de;'{j-~ó.:y/,FL. Jos 

progenitores de donadores sanos presentan un rria;or;p~t~~bÍ~1-ae_;,;~~~-risiÓnque 
\-. ;~;'.:'; ·;·· ~ - ,. ... -;_:'.'.;: :'c.;'·'" 

aquellos de pacientes con LMA. V>;·;:.:, -· · :- · '-E 
e) Efecto del TNF-a en la expansión de progenitores)Íematopoyéticos. 

.. . .. .· '--·. -· - . ·..._. 

Al adicionar TNF-a a Jos cocteles, observamos que. tanto.enfre1;.caso',:ae Jos 

donadores normales como en los pacientes, hUbo •un~:; -di~'~j~J'6¡6rlterl el 

porcentaje de CFC. . .,,_ /~~:.>i;._:;:~:::\ ... -.-,,:· 
En las células de los donadores normales, en · .iA.í-~e~cia decrbit6cinas 

prácticamente no hubo formación de colonias en cultivo. C~~ -ei?,;(;C,~t-~( l::>é~ico JI 

se detectó el 2% del valor obtenido en ausencia del TNF~a. -mfentras. que con el 
· · - ;. · __ ,. -.. -·•e ';':c .. ' ~ ~ ~- .·' 

coctel mixto JI, se obtuvo tan solo el 1.6% (Tabla 14). >=.·- • 
Con respecto a los pacientes, en ninguno de los grupos analizados 

observamos colonias en cultivo en ausencia de citocinas. Con el coctel'básico JI, 

solamente en aquellos grupos de LMA-M4 (3 pacientes) y c'o~ más c:J~i 10°/o de 

células CD34+ (4 pacientes; 1 LMA-M2 y 3 LMA-M4), se obtuvieron valores de 

19.5°/o y 9.5°/o respectivamente, de Jos correspondientes en ausencia del factor 

(día 10). Algo similar sucedió con el coctel mixto JI, en donde eri Jos.pacientes con 

LMA-M4 se obtuvo el 12.03% y en aquellos con más del 10°/ci e_J j :99% (día 1 O). Al . . 
día 15 no se obtuvieron colonias en ninguno de Jos. cultivOs de los donadores 

normales ni de Jos pacientes. 

Estos resultados nos indican que TNF-a inhibe Ja expansión de 

progenitores hematopoyéticos morfológicamente normales de pacientes con LMA 

y de donadores sanos. 

TESIS CON 
Ii'J' Li ¡'. ;-. ,-, ·- ·- -, -;-;-¡·:\T 

------------------------~~-·_:-_: .. ~---¡: ;1 :_:__J 
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8. Subpoblación 11 

Cultivos ernp/eando rnedio de expansión rnás FL y TPO 

a) Características· de las células··obtenidaspor selección negativa. Con la 

finalidad de determinar las características de una población de· células más 
~ . . 

primitivas que la subpoblación l. decidimos utilizar una.'población obtenida 

mediante un proceso de separación inmunomagnética para ~n-riqueceren células 

CD34+ CD38- lin- (Subpoblación 11) y evaluar sus potenciale~·~.:de;p~oliferación y 

expansión en presencia de los cocteles de citocinas previamente analizados 

(sección 7.2). Las características de los pacientes se enlistan en la Tabla 15. 

En el caso de los donadores normales, el número de células 

mononucleares obtenido fue entre 25.3 x10 6 a 60 x10 6
, mientras que en los 

pacientes fue entre 64 x10 6 a 120 x106
• Después de pasar las células a través de 

la columna, obtuvimos de los donadores normales una recuperación del 0.1 º/o, 

muy por debajo de los valores obtenidos previamente con la subpoblación anterior 

(3.3°/o y 4.8°/o). De igual manera. en el caso de los pacientes obtuvimos un valor 

muy inferior al obtenido con la subpoblación 1 (30.3º/o y 49.1 %), dado que la 

mediana fue de 0.8% (Tabla 16). 

Al igual que en la sección anterior, analizamos el porcentaje de células 

CD34+ antes y después de la separación por columna(Tabla 17)>así para· los 

donadores normales se obtuvo el 2.6% antes de la columna~y el';"f();<i;"/o.cieispués 

de la columna, es decir el enriquecimiento fue de 27.09 veces, n.;~yci'r·a 1c:>s :vi31~res 
obtenidos con la primera subpoblación (23.4 y 22.7 veces) .. ).>;:··' ·'· o/~ 

El porcentaje obtenido de células CD34+ en los pa~i~ílt€l~ :"c.'~ntes · .. de . la 

columna fue de 8%, mientras que después de I~· colu'rri~é3"'tJ~¡\d~Jeo~/o·: es 

decir un enriquecimiento de 7.5 veces, valor· ~~~~~l~r'. ~1'.6bte~íd6\ C::6n la 

subpoblación 1 (2.2 veces). 

Con respecto al porcentaje 

población antes de la columna, se obtuvo 

columna de 3.9% (Tabla 17), lo cual indica 

una f11ediar1a.de().9%y'posterioi- a la 

un enriqueC::imieíltó. de4'3 veces, valor 

inferior a los obtenidos con la subpoblación enriquecida en células CD34+ lin

(12.2 y 18.2 veces). 

1 TESIS CCJ1'i 
l F ALI..!:' :}:_H H H -----~~-
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TABLA15. Características de los pacientes incluidos en esta parte del 

estudio. 

Paciente Edad/Sexo Subtipo Hb Plaquetas Leucocitos Blastos SP Blastos MO 

X103 X103 (%) (%) 

29/F LMA-M3 5.4 55 19.7 13 49 

2 45/F LMA-M3 12.2 49 33.4 23 56 

3 24/F LMA-M4 10.8 22 7.4 19 83 

4 32/M LMA-M4 11.5 42 25.3 29 92 

M, masculino: F, femenino: Hb, hemoglobina: SP, sangre periférica: MO, médula 

ósea. 



TABLA 16. Porcentaje de recuperación de células CD38- lin- después de 
separación por columna. 

Donador 

Normal 
(n=4) 

LMA 
(n=4) 

Recuperación 
(%) 

0.1 (0.06 - 0.2) 

0.8 (0.3 - 2.6)* 

89 

Los valores representan la mediana (mlnimo y máximo) del número indicado de 

muestras. 

*Diferencia significativa con los valores de donadores normales. 
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TABLA 17. Enriquecimiento de progenitores hematopoyéticos de médula 
ósea de donadores normales y pacientes con LMA. 

Normal 
(n=4) 

LMA 
(n=4) 

Células CD34+ 
(%) 

Pre-columna Post-colum.ña 

2.6 70.4* 
( 1 - 3} (52 - 88) 

8 60* 
(0 - 16} (0 - 70} 

Células Formadoras de Colonias 
(%) 

Pre-columna 

0.9 
(0.6 - 1.2) 

0.009 
(O - 0.01) 

Post-columna 

3.9* 
(1.2 - 9.3) 

0.2 
(0.15-1.8) 

Los resultados representan la mediana (mínimo y máximo) del número indicado de 

muestras y corresponden al porcentaje de células CD34+ y CFC antes (pre

columna) y después (post-columna) de la selección negativa. 

*Diferencia significativa con respecto a los valores pre-columna. 

TESXS c:r·i]\T 
Fi\LL/\ ;,_~1} 

·-¡ 
t 
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Para los pacientes el porcentaje de CFC antes de la columna fue de 

0.009% y después de la columna de 0.2°/o, sin embargo no hay diferencia 

significativa entre los-valores;--'"°-'' 

b) Cinética de prolifer¿jclón,~ En '.el caso de las células provenientes de 

donadores normales, debido'a c:¡U~;de~bGés'de pa~arpor columna C>títu~Imosuna 
cantidad muy reducida de célul~s (0.02 a 0.06-X1Ó6

), deCidÍmos realizar el conteo 

celular a los días 1 o y 15 de culti\m, para permitir un mayor tiempo d~_p'r()~ifer~ción 
y tener un número adecuado de células para efectuar el conteo.-

En ausencia de citocinas no observamos incremento en el número celular, 

mientras que en presencia del coctel básico 11 los incrementos fuer~g-~e ~.6 y. 5.3 

veces a los días 1 O y 15 respectivamente (Figura 12). Ambos'_ yalor~-~ son 

inferiores a los obtenidos previamente con la subpoblación enriquecida'CD34+1in

(17.1 y 9.9 veces). Con el coctel mixto 11, los incrementos fueron de 35:5 y .150.7 

veces (días 1 O y 15 respectivamente), ambos valores inferiores a los obtenidos 

con la subpoblación anterior (217 y 707 veces). 

De igual manera que en las anteriores subpoblaciones, analizamos a las 

células provenientes de los pacientes de manera total, por - subtipo de 

leucemia y porcentaje de células CD34+ (menor o mayor del 1 Oº/o). A diferencia 

de los donadores normales, en las células de los pacientes pudimos obtener un 

número celular adecuado, de la subpoblación 11 (0.5 a 0.9 X106
) y debido a ello 

realizamos el conteo celular a los días 5, 1 O y 15 de cultivo. 

Al analizar a los pacientes en conjunto, observamos que en ningún. coctel 

evaluado hubo incremento en el número celular en los dos días:'c:Íe-· cUltivo 

evaluados (Figura 12). Asimismo, en los dos pacientes del subtÍ~; LMA:rV13, no se 
> .... , .,. _,o;·.>·,_' 

observó incremento, sin embargo en los dos pacientes der subtipo: LMA-M4. se 

detectaron incrementos únicamente con el coctel mixto 11 de 2.-1; :3:3cy 1.4 veces 

(días 5, 1 O y 15 respectivamente). Por s~ parte~ solamenteil,·~r1-aq~t:l11~s pacientes 

con más del 10% de CD34+ y con ~I coctel mixto 11. Óbtu~i~~siricrementos de 1.9 • 
. - . 

3.1 y 1 .2 veces (d!as 5, 1 o y 15 respectivamente). Estos incrementos son muy 

TJ~ ~fl:~f"-í~~·t~)i~T-. -·-¡ 
1??~11_{\ :-;_)~--~·---~~-~;· .i.\f J 
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FIGURA 12. Cinética 

células progenitoras. 

cultivos de donadores 

de proliferación de fa subpoblación: 1.1 enriquecida de 

Los valores corresporid~n á l~smedianas obtenidas de los 

normales (~~4) .y p~ci~ntesco;, LM,/l. (n=4) .. N, normal; L, 

LMA. Los valores de los cultivos de donadores normales fueron significativamente 

mayores que los correspondientes de pacientes. 
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similares a aquellos obtenidos con la subpoblación 1 con las mismas condiciones 

de cultivo. 

Estos resultados indican que los progenitores hematopoyéticósc de-- la -

subpoblación 11 provenientes de pacientes con LMA poseen lJn·rr1er,cirpótencial de 

proliferación que aquellos de donadores normales. Por su 
0

part~:-:al c-o~parar a 

las dos subpoblaciones de donadores normales, podemos dedirql.J~,1<:i·'~c)b1<:ición 
' ,, - - •• - :. :.;· ·-· : - •• _' .~ ._ •• ,, :;'·'" • ( - o • ' 

más primitiva enriquecida en células CD34+ CD38- lin-;'~presenta''.un~menor 

potencial de proliferación, que aquella con un mayor grado de' ri-,'<:ic:JJ~¡;;¿iÓn (CD34+ 
, . •- .·-.-'e' c.•-'/,• .·C:·';.> ·-··e' '·" ·· ' 

lin-). En el caso de los pacientes dicho potencial .• -es.- rnliy''')sirnilar)parél las 

subpoblaciones 1 y 11. <:.~;/.; {,,'\ :-- ::( __ 

Evalua~o:f:lc:~e:t:1 d:N;~:_:ne~al:~:~il:;:::i:~ ::1ZJ·1flf~~:~,~~~.~~i¿~::it7::~ ,, 
de donadores normales y pacientes. En el caso de' 1();s·;d8nadci~es fíc)rrnales, en 

. ·., ... _./·.<_.· ·:·, ·.):,,~·;:-~:,::~,;:..·.;:·-;::::·_:.;-:_'.·'·>s·_:·_;~\'<'.< - .·· 
ausencia de citocinas al día 1 O obtuvimos el 46.6°/o del 'riúmero obtenido sin TNF-

a, sin embargo al día 15, tanto en presencia· cornoen/~UsehC'ia-dél fa~tor no se 

detectaron células en el cultivo (Figura 13). ·Con el
0

cdef;31' b~iicb 11;-$~ obtuvo el .. ·-·-· ,. - ·z·, . 

76% y el 2.4% a los días 10 y 15 respectivamente; Pór-sú•pái-t~; C::~n el coctel 

mixto 11 se obtuvo el 53% y el 43% (días 10 y .:Í5'•~~~pf!fdti~~-n:,~nt~)!d~I ~~ior en 

ausencia de TNF-a (Figura 13). -<-~-<,-,-:~--~:,~:;:e<_<-. 

Por otra parte, al analizar a los padit3ÍiteS' e.:i C-6rijuritci;at:li~ív~'IT1os qué en 

los cultivos en presencia de TNF-a hubo una disminución en la. proliferación con 
'-~ .- ' -

respecto a aquellos en ausencia de este factor. As!, en ausencia 'de citocinas 

obtuvimos el 52.6%, 33.3% y 0% del número obtenid~ 'sin TNF-a. (dí~-s 5·,·-1o y 15 

respectivamente; Figura 13). Con el coctel básico 11, se obtuvo e131~~ri;o).3.¡o/o y 

0% (días 5, 10 y 15 respectivamente), y con el coctel mixto 11 l~s valore~.fll~;onde 
. ' . ··: .. , . ...... ,·-e:-.-~·::-· ., 

1 O y 15 respectivamente). 

De igual manera, al analizar a los pacientes por sllbtip~ obs~~am~s que en 

aquellos con LMA-M3 se obtuvieron, en ausencia de cito~i~~s·, e!)'•i:ft~2'~ci/28:4o/o y 

0% (días 5, 10 y 15, respectivamente) del número obtenido en ausencia de TNF-a.; 

con el coctel básico 11 se obtuvieron los valores de 25.1 º/o. 8.2°/o y Do/o (días 5, 1 O y 

15, respectivamente); con el coctel mixto 11 los valores fueron de 65.7°/o, 73.8°/o y 
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FIGURA 13. Proliferación de la subpoblación 11 enriquecida de células 

progenitoras en presencia de TNF-a.. Los valores corresponden al porcentaje de 

proliferación obtenido con respecto a los cultivos en ausencia de TNF-a. de 

donadores normales (n=4) y pacientes con_ LMA (n=4). En todos los casos en 

presencia de TNF-a., los valores son significativamente inferiores que en ausencia 

del factor. 
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56.9% (días 5, 1 O y 15. respectivamente). Por su parte con el subtipo LMA-M4 los 

porcentajes en ausencia de citocinas fueron de 42.2%. 37.8°/o y 0°/o (días 5, 1 O y 

15. respectivamente) de los valores"'.()btenidos ~en ··,ausencia 'dec•·.TNF-cx.; en 

presencia del coctel básico 11 lo.s valore~fueron de43.1%. 2.3% y 0% (di~~ 5, 10 y 

15. respectivamente); y con el coctel mixto 11; se Óbtuvo 41:8%', 42:6%. y'37'..8% 

(días 5. 1 O y 15, respectivamente) del número obtenido sin·este factor; 
- '·' . __ , 

Por su parte. se eval~Ó uíl paciente LMA-M3.con menos del 10% de célUlas 

CD34+, y los valores en ausencia.de citocinas fueron de 32.2º/o, 28.4º/o y 0%.(días 

5, 1 O y 15 respectivamente) de los valores obtenidos en ausencia de TNF-cx.; con 

el coctel básico 11 los valores fueron de 27.4°/o, 5.1% y 0% (días 5. 10 y .15 

respectivamente); .y con el coctel mixto 11 fueron de 60.8º/o, 90% y 48.3% (días 5. 

1 O y 15 respectivamente). En aquellos pacientes con más del 1 Oº/o de células· 

CD34+ (1 LMA-M3 y 1 LMA-M4). los porcentajes obtenidos en ausencia de 

citocinas fueron de 28.9%, 24.1 % y 0% (días 5, 10 y 15 respectivamente) del 

número obtenido sin TNF-cx.; con el coctel básico 11 fueron de 22.7º/o, 5.1 % y 0% 

(días 5, 10 y 15 respectivamente); y con el coctel mixto 11 los valores fueron de 

32.1 %, 29.3% y 28.5% (días 5, 1 O y 15 respectivamente). 

Estos resultados nos indican que la población de .Progenitores más 

primitivos de donadores sanos y pacientes con LMA (Subpobladón 11), son 

sensibles al efecto inhibidor de TNF-a. No obstante, en presenci~ d.el cóctel básico 

11. es mayor la inhibición de la proliferación en las células de los >pacientes con 

respecto a la de donadores sanos. Además, un aspecto importante que 

observamos es que en presencia del coctel mixto 11, la inhibición disminuye 

comparado con el coctel básico 11. en los cultivos celulares de pacientes. 

d) Expansión de progenitores hematopoyéticos; Debido al número 

reducido de células obtenido durante los cultivos en auserida de.citocinas y con el 

coctel básico 11, evaluamos la expansión de progenitores eíl ; los d;;,nadores 

normales únicamente al día 1 O y en ninguno obserVamoscexparísiÓ~,(Ó.03 y:0~9 - '. ,_,,-;;:- ,' .. -,-,,-·, .- ,._,.·:; .. __ ,_,_ ·-· .. -_ 

veces, respectivamente). Con el coctel mixto 11. el nÓmero.decélulas'fue.adecúado 

y detectamos a los días 10 y 15 una expansión de 14.9 y 13.8 veces 

respectivamente (Tabla 18). El valor obtenido con el coctel mixto 11 al día 1 O fue 
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TABLA 18. Expansión de Células Formadoras de Colonias en cultivos 
líquidos de la población enriquecida con células progenitoras 
hematopoyéticas provenientes de donadores normales y pacientes con LMA. 

Control Control Básico 11 Básico 11 Mixto 11 Mixto 11 

1 Donador +TNF +TNF +TNF 

1 No,mal 0.03 0.02ª 0.9 0.01ª 14.9 7.8ª 

(n=4) (0.004-.08) (0-0.04) (0.3-29) (0-0.3) (4.9-25) (2.7-13) 
1 
1 
1 

LMA o o 0.52 o 14.3 0.07 

(n=4) (0-0.5) (0-7.3) (0-0.6) (0.1-58) (0-0.5) 

LMA-M3 0.2 o 0.5 o 4.4 0.07 

(n=2) (0-0.5) (0-1.04) (0.1-8.7) (0.01-0.1) 

LMA-M4 o o 3.6 o 38.9 0.2 

(n=2) (0-7.3) (19.9-58) (0-0.5) 

ILMA o o o o 8.7 0.13 

(n=1) 

(<10%) 

LMA 0.2 o 4.2 o 10.02 0.08 

(n=2) (0-0.5) (1.04-7.3) (0.1-19.9) (0-1 ~5) 

(>10%) 

Los resultados representan la mediana (mínimo y máximo) del.,n.ún:,i.eiro índic:;ado de 

muestras y corresponden al· máximo ·incremento en. veces•.eri,.el .hún,ero .de :CFC 

(comparado con el día O) obtenido (día 10). El número inici~I d~~é'1~ia~ al.día O ~s 
1. Paciente <10% de CD34~ (Lrv1A-M3) y >10% de CD34+(L.:MA-M3 yLMA-M4). 

ªCorresponden al valor de dos donadores normales. 
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inferior al obtenido previamente con Ja subpoblación CD34+ lin- (26 veces). sin 

embargo al día 15 fue superior (6.3 veces). 

En -el -caso -de los pacientes~-ca1c analizarlos- en conjunto no observamos 

expansión en ausencia de citoci~as ~ C::o'n el coctél básk:b 11; Sin embargo, con el 

coctel mixto JI obtuvimos ün increrrient6 de: 14:3 y 2:03 veces (día 1 o y 15, 

respec:~ª1:::~~~i:::';e 1 ~~ dos. pacientes· con LMA~M3, únÍgaiint1~~~~ervamos 
expansión con el coctel .mixto JI de 4.4 veces (día 1 O), mienfr~'s q~e-c;Or, Jcis dos de 

LMA-M4. se observó expansión con el coctel básico JI de :f:6ve;ce~(día.-.10)y ¿on 

el coctel mixto 11 de 38.9 y 18.9 veces (días 10 y 15; Tabla 18r - -- ---
- ·-e".-,_ .• , 

Por su parte, analizamos un paciente con menos de¡l.10% de_ células CD34+ 

y se obtuvo un incremento de 8.7 veces al día 10 con el coctéJ mixto JI; en aquellos 

con más del 1 Oº/o de CD34+. obtuvimos incrementos con el coctel básico JI al d[a 

1 O de 4.2 veces y con el coctel mixto 11 los incrementos fueron de 10.02 y 16.9 

veces (días 1 O y 15). Estos incrementos obtenidos con la población CD34+ 38- lin

de los pacientes de LMA-M3 y LMA-M4. fueron superiores a los obtenidos 

anteriormente con Ja subpoblación CD34+ lin-, en donde los máximos incrementos 

fueron de 0.8 y 2.3 veces, respectivamente (Tabla 14). 

De igual manera. en aquellos cultivos de los pacientes con más del 10°/o de 

células CD34+, el incremento obtenido fue mayor (10.02 veces) que en la 

subpoblación anterior en donde el máximo incremento fue de 4.01 veces con el 

coctel mixto JI (día 10; Tabla 14). 

Estos resultados nos indican que exi,ste un mayor potencial de expansión 

en los progenitores hematopoyéticos de la subpoblación 11 en algunos pacientes 

con LMA. que la correspondiente pbblación de donadores normales. Además 

podemos decir que los pr()genite>res __ morfológicameríte normales de la 

subpoblación JI de_ pacientes/con< Í.:.MA; presentan un mayor potencial de 

expansión que aquellos ele la ~ub~ClblaC::ión l. 
- . - . .,_ .... ,. . "' - -'·' -· . -~-- _,__. ' . --

e) Efecto del TNt;=-i:X_é_n;1a exp.;.~si-ón de progenitores hematopoyéticos. 

En el caso de los donadores normales, realizamos las cinéticas a partir de dos 

muestras y observamos que en ausencia de citocinas prácticamente no hubo 

efecto en el número de progenitores en presencia de TNF-a. (Tabla 18). sin 
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embargo con el coctel básico JI y mixto JI, se obtuvieron el 1.1 % y el 52.3°/o de Jos 

valores en ausencia del factor (día 1 O). 

En los cultivos provenientes-de~Jos- pacientes;' en -ninguno' de-Jos' grupos -

analizados observamos célul~s al dia Úh:l.13 ~~Jtivo en ausencia de citocinas y con 

el coctel básico 11 (Tabla 18), mientras que''coii el coctel mixto JI los.valores fuf3ron 

entre 0.6% y 2. 7% de aquellos en aus'7~cia del factClr_ (tomando ~n ~~uf3íltakis-i:res 
grupos analizados: en conjunto, subtipo\:J~ Í:MAY por~entaje de ~éiuias"co34~). 

Estos resultados indican que efTt;JF~CC. irihi1b~ Ja expansión d~ p~Ógenitores 
hematopoyéticos morfológicamente - normales' de. Ja subpÓblacióri- 11-.·de Jos 

pacientes con LMA y de donadores sanos~ Además, el efebto '¡¡,htbf~c:ir c:feTNF-a 

es mayor sobre Jos progenitores de Jos pacientes con LMA; que sobrf3 aquellos 

provenientes de donadores normales. 
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9. Discusión 

La LMA es una enfermedad cuya biología es bastante compleja, dado que 

se origina a-partir de alteraciones genéticas que dan-por res_ultado Ja-formación de 

ocho variedades o subtipos celulares difereñtes; ---en' donde cada uno presenta 

características biológicas particulares. A pesar de e:,stá:\::orii'µJejidad, los avances 

logrados en los últimos años en cuanto a la identlfi(;~cióri y 'ptirificación de las 

células seminales y progenitoras hematopoyéti(;~~.-L~~¡ ~()~() el desarrollo de 

métodos experimentales para el estudio de éstas, ~<:)~ han permitido ampliar y 

profundizar nuestro conocimiento en este tipo de le.uC:emi~. 
Contrario a lo que se pensó por mucho tiempo, se considera que en la LMA 

existe una jerarquía hematopoyética similar a la observada en la hematopoyesis 

normal, es decir que en la gran mayoría de los subtipos, la LMA se origina en una 

misma población celular muy primitiva, caracterizada por Ía expresión del antígeno 

CD34 y la falta de expresión del antígeno CD38, así como de antígenos 

específicos de linaje (células CD34+ CD38- lin-). Esta población parece' ·ser-la 

responsable de mantener la hematopoyesis leucémica en forma continua.(hasta Ja 
-. : .. '.··,-' .>.· 

curación o la muerte del individuo) y de desarrollar la enfermedad mlnimafr·esidual 

en aquellos pacientes que presentan recaída después de tratamiento. 

A pesar de la identificación de subpoblaciones primitivás en los~_pa'bi~ntes 
con LMA, muchas de sus características funcionales no se han establecié:icFaún. 

Diversos trabajos realizados in vitro, han demostrado que -ciertas citC>cinas 

participan de manera importante en el desarrollo de la LMA, cfádo que:'i'ndu(;en Ja 
-~ ;; 

proliferación de los blastos transformados (Delwel et al, 1988 y J 989; Budel et al, 

1993; Birkenkamp et al, 1999), sin embargo este efecto s~ ha<~b's~~éldo en Ja 

población total de células leucémicas y no se conoce la pélrti(;ip~ciÓ~ de tales 

inductores en subpoblaciones más primitivas. En este_ trabajó esti'.;i::lil:i;nós el efecto 

de diferentes cocteles de citocinas hematopoyétic~s. _5'()b'~E;;'<j~, pr~iiferación y 

expansión de dos subpoblaciones enriquecid~s{ci132'?~1_u'l~~-)pro~e'nitO'ras de 

pacientes con LMA, obtenidas mediante un. proé::~~o de~separaciÓn para 

enriquecer en células CD34+ lin- y CD34+ CD38- lin~. 

A partir de nuestros resultados hemos observado un incremento de entre 6 

y 14 veces en el porcentaje de recuperación de células (posterior a la separación 
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inmunomagnética) al obtener la subpoblación 1 (enriquecida en células CD34+1in-) 

y de 8 veces en la subpoblación 11 (enriquecida en células CD34+ CD38- lin-), en 

los pacientes con LMA ·con respecto- a los donadores sanos (Tablas 8, 12 y 16). 

Por el contrario, obtuvimos un incremento de entre 3.6 y 10.6 veces en el 

porcentaje de células CD34+ y de entre 3.2 y 3.8 veces en el correspondiente a 

CFC, en los donadores sanos con respecto a los pacientes, lo cual indica que a 

pesar del mayor porcentaje de recuperación de células (posterior a la separación) 

en los pacientes, no observamos un incremento en el enriquecimiento de 

progenitores hematopoyéticos con respecto a los donadores sanos. Además, al 

evaluar la expresión de CD34 en las poblaciones obtenidas, detectamos que en 

algunos pacientes (33º/o) no hay expresión del antígeno, mientras que en otros 

(53%), un porcentaje elevado de células lo expresan. 

Los resultados anteriores, sugieren la existencia de alteraciones en la 

expresión de antígenos de superficie en las células leucémícas. Observaciones 

similares se han descrito en trabajos previos, en donde encuentran que el 38% de 

los pacientes estudiados no expresan el antígeno CD34 (Cascavilla et al, 2001 ). 

Además, es probable que exista una disminución en la expresión de antígenos de 

linaje con respecto a las células normales, dado que recuperamos un porcentaje 

elevado de ellas por selección negativa, es decir de células que no fueron 

retenidas en la columna por falta de dicha expresión en la población leucémica. El 

estudio del grupo de Carella (Cascavilla et al, 2001) en donde. se evaluó la 

presencia de diferentes antígenos de superficie en las células leucémicas de 

pacientes con distintos subtipos de LMA (LMA-MO a M?), demostró que existe una 

gran heterogeneidad entre los pacientes, dado que en muchos casos no se 

detectaron antígenos de linaje, mientras que en otros su expresión es baja, lo cual 

concuerda con nuestras observaciones. 

Los resultados de la detección de CD34, sugieren que este antígeno noes 

un marcador específico de células leucémicas primitivas; • d:3da/ si.i •• falta de 

expresión en el caso de algunos pacientes con LMA: E~~h.,.tél~~;~=;.;i:~rque este 

resultado se relacione con algunos estudios, en los cuales se ha demostrado, que 

a diferencia del inmunofenotipo descrito para las células iniciadoras de leucemia 

(CD34+ CD38-), una pequeña proporción de células incluida en la subpoblación 
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CD34- lin- es capaz de reconstituir la hematopoyesis leucémica en ratones SCID 

(Terpstra et al. 1996). Con ello, podemos decir que existe una subpoblación de 

células con caracteristicas muy pr'imitiVas ·en LMA. que no expresarn31º a.ntigeno 

CD34 y que pudieran ser las responsables de mantener la leu~emia en''aqueilos 

pacientes en donde no observamos la presencia de este anÍ:ígerío, o bie;;;· más 

indiferenciada que CD34+ en aquellos que si lo expresan. 

A este respecto. es importante hacer notar que el grupo de Dick en Toronto, 

reportó que en médula ósea de sujetos sanos también existe una población de 

células co34- lin· capaz de reconstituir el sistema hematopoyético en ratones 

SCID y que esta población (CD34-SRC) es incluso más inmadura que las células 

CD34+. encontrando así una nueva clase de células hematopoyéticas (Bhatia et al, 

1998). La detección de esta subpoblación permite suponer que la célula con este 

inmunofenotipo presenta la transformación que origina la LMA. lo cual apoya 

nuestras observaciones y el trabajo que reporta la identificación de células 

capaces de repoblar ratones SCID y que no expresan el antígeno CD34. 

Al determinar el porcentaje de CFC en las poblaciones enriquecidas de 

progenitores en los pacientes con LMA, observamos una disminució;;;·can réspecto 

a los donadores sanos. Sin embargo, al comparar las poblaciones .1~~~é~icas 
antes y después de la separación por selección negaÜ~a>,·c:Íet'ectamos un 

enriquecimiento en CFC morfológicamente normales; en'la''subp~b;~;;i6~ 1 (entre 

3.7 y 4.7 veces). Estos resultados son importantes, dado que°:·se,p~d}ía considerar 

el enriquecimiento de progenitores como un procedimi~rito pret'i8 ¿ '1a 'separación 

de células normales de las Jeucémicas (purga bioló~¡~~):<~·~T6~; !'.><:!cientes con 

LMA propuestos para transplante autólogo. 

Al evaluar la proliferación de las poblaciones e;;;riquecidas. determinamos 

que en los cultivos de la subpoblación 1 prove;,ie;,t~~•de;1Ós)pí3'cf~;.;t~s,é:on LMA, 
' - - ·' ..... - . ,,. .. ·-: .. . . ' '"';;''·· ·- '.' -- .. ··~-. . ' . ,. - ' 

hubo una disminución con respecto a. 10'5 culÜ~os de··;don~é!Ores sfros, eri el 

~~~de;:od:u:é~u~a;r::~:~au:l:.~~e=~~e~~:hf:~~t5,df~~!~~~·~~~~·~~·~t.;~~~:~I·~ · . 
. . - - . _.. . ..... 

se obtuvo con el máximo incremento alcanzado (coctel mixto 1, ·día 5) el 2.04% de 

los valores normales (coctel mixto l. día 15). De igual manera y a pesar de 

adicionar las citocinas mencionadas, observamos una disminución en el número 
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de células mononucleares en los cultivos provenientes de pacientes con respecto 

a los de donadores normales (0.29% de los valores normales, coctel mixto 11, día 

15). 

Asimismo, al analizar Ja proliferación de la subpoblaciÓn 11, :observamos 

valores por ·debajo de los normales e incluso menores ¡;¡Í;nÚrri'erC> iniclál, en los 

dias 1 O y 15. Un aspecto interesante es que con esta misr;:i~'ipp~h:1c,ión, en los, 

cultivos de donadores normales hubo una disminución del7_8%C'erí;elnúmero 

celular (coctel mixto 11, día 15), con respecto a los valere_s'.obteÍlidds con la 

subpoblación 1, lo cual concuerda con la característica de quieisceriCia'd'e~C::rita en 
< '.·' .-~ •• • .. 

las poblaciones hematopoyéticas más primitivas. 

Los resultados anteriores indican que existe una· di'srniriu.C:'ión en el 

potencial proliferativo de las subpoblaciones 1 y 11 proveniente:~~';'J~~·~aC::i~nt~s con 

LMA con respecto a los donadores normales. Trabajos prev_íos ha'n demostrado un 

incremento en la proliferación de la subpoblación CD34+ de. lo~ paciein'te~ •con 

LMA (en presencia de citocinas) con respecto a su contrap~rte,normai' (Murayama 

et al, 1998), sin embargo en este estudio hemos cibte'~id~,' s~bpobl~ciones 
' - . -

enriquecidas de células progenitoras más primitivas '.Y· el '.comportamiento es 

diferente. Esta disminución en el potencial proliferativo en las poblaciones 
. . 

leucémicas más primitivas, puede ser uno de los mecanismos de escape que les 

permite sobrevivir en las terapias de remisión, en la cuaLse ~tilizan factores de 

crecimiento para inducir la proliferación de las células>transformadas y de esta 

manera hacer más efectiva la acción de fármacos que inducen .la muerte de las 

células en proliferación (Smith et al, 1996, Schiller, .1998):· La posibilidad de 
-.',."--·,o;·-.--,-'" 

sobrevivir a los fármacos, hace que estas células sean candida_tos idóneos para 

favorecer la reaparición de la enfermedad en aquellos paCientes que entran en 

recaida, de hecho algunas investigaciones con la. subpoblación CD34+ CD38-, 

han demostrado que estas células poseen una sensibilidad ~E!d~cida'a lo~ ef~ctos 
de la Daunorubicina, uno de los compuestos terapéuticos ·más Utilizados. eri el 

tratamiento de la LMA (Co~tell.o et al. 2000). -- ' ;--~:-~--~?\:.~:~_:}'.~:~\~.------e -

Otro aspecto interesante fue el efecto que observamos ~I adicion~r TNF-a. a 

los cultivos provenientes de donadores normales y de pacientes. En ambos 

detectamos una disminución constante en el número celular obtenido en ausencia 
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de este factor. En el caso de los pacientes, dichos valores fueron de 20% y 1 Oo/o 

de los obtenidos en los cultivos en ausencia de TNF-a, para 1.a subpoblación 1 

(coctel mixt6.··11.· días 10 =~,7- f5 respecfivamen-te) Y° dé 63% y= 47% pará- la 

su bpobl ación 11 (coctel. mixtÓ 11, días 1 o y .15 res¡:ÍEJctivélmente ); esta. d isminüción. es -

más pronunciada' ~n la. sub~ob1él~ión i. Ot;o ~~~€lcto int€lresante fue que .en la 

subpoblación 11 de los pacierites.- eLefScto de TNF~c.l disminuye en el coctel mixto 

11, comparado con el básico 1i. lo cual sugiere que la adición de citocin'3s como 

GM-CSF e IL-3 en presencia de TNF-u, favorece el crecimiento de las-;;é1~1as 
leucémicas, lo cual se ha demostrado en poblaciones con un· méi~)C,~:grado de 

maduración (Elbaz et al, 1991b). Estos resultados nos indica~;,qUe'.•éimbas 
subpoblaciones de células leucémicas aún son sensibles al efecto':i~tiÚ:iiddr·de la 

proliferación de TNF-a, sin embargo la población más primitiv8, ~~f~ciéi'~~~ _más 

resistente a dicho efecto, lo cual concuerda con otros estudios qÜe s'e'fi'aia'Íl que la 

población CD34+ CD38- posee una sensibilidad disminuida ·--~···-•i 1a··é1~6ptÓsis 
,.· "·'.·¡ .-· 

inducida por Fas (Costello et al, 2000; Neering et al, 2001 f 
.... . . .. -

Los resultados anteriores son importantes debido a que eri varios trabajos 
:. :,, _:·-.·;:,_-:--" :., .· 

de investigación se ha demostrado que TNF~á ·es capaz de estimular la 

proliferación de las células leucémicas (Elbaz et al, 19~\b; Richt~r et al, 2001 ), sin 

embargo este efecto puede estar dado en poblacio.:ies- con un·, mayor grado de 

maduración y no así en subpoblaciones ~ál3 in~~c:ll..ira's, en ·d~nde, como 

observamos, tiene un efecto inhibidor. El TNF-a se ha considerado como el - . -

responsable de disminuir la hematopoyesis normal Y,fa~orecer la- proliferación de 

las células leucémicas en los pacientes con LMA, ·dado- que estas células son 

capaces de producirlo. Sin embargo, el determi~~r qul3·1as células responsables 

de mantener la producción de los blastos leucérriicos,· aun, responden al efecto 

inhibidor de este factor, cuestiona el mecanisrT}o·cie e~timulación autócrina por 

efecto de éste, como uno de los procesos que favorecen 'la proliferación de las 

poblaciones leucémicas más.· inmaduras, las cuales pudieran no producirlo. 

Probablemente la disminución a la inducción de apoptosis, la falta de 

reconocimiento por células inmunocompetentes y su bajo grado de diferenciación 

hacia células dendríticas, sean los mecanismos que permiten la acumulación de 
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estas células, como lo han sugerido otros estudios realizados (Costello et al, 2000; 

Neering et al, 2001 ). 

En -el caso de los cultivcis provenientes de pacientes con LMA.--a1 evaluar la 

expansión de progenitores formadores de colonias, detectamos en los diferentes 

días de cultivo, la formación de colonias morfológicamente normales y no de 

leucémicas (UFC-LMA). Esto _resulta interesante porque a diferenciá del sistem-a 

experimental anterior (L TBMC, en donde existen interacciones entre la~- células 

estromales y las hematopoyéticas), en los cultivos en suspensión, la_s células 

hematopoyéticas se aíslan de su microambiente medular_ y scilarnerít~'pl3lmanecen 
en presencia de los factores que se añaden al cultivo:. A~í •. el ;he~tíC:i' cil3 no 

encontrar UFC-LMA en estos cultivos, a pesar de esta~ en prl3senc
0
i'a;C:J'e{ citbcinas 

,· ' - .. '. ··-"··'·· ·.·_. ¡ ..... " 

que favorecen el crecimiento de dichos pr()genil:ores;:''._C::orryo',''el' --_ GM-CSF 

(Montesinos et al, 2000), señala la importancia de lap-artfcipa~·¡~~-.c!~ l~scÉllulas 
estromales de los pacientes con LMA en, la exp~,n~ió~·d~'-iic::i~ p~ogenitores 
leucémicos, lo cual esta de acuerdo con-estÚclios··:p~e.;.;iC:>~ qi'.ie demuestran la 

presencia de alteraciones funcionales en la células estrdmaÍes-d~: la médula ósea 

de los pacientes, que favorecen el desarrollo de las_ célui~s-leucémicas (Mayani et 
-- ' - ---

al, 1991 y 1 992a; Bendall et al, 1994; Wetzler et al, 1995;•Zhang et al, _1999). 
"'· .. '· ._-. 

La disminución de los progenitores morfólógicamen'te _normales en los 

pacientes es notoria, dado que en algunos no detectamcis-cFC 'desde el inicio del 

cultivo y en otros el número fue reducido con respecto a los cib~adores sanos. No 

obstante, en algunos pacientes a pesar del número recil.J6ici6 'i::!e progenitores 
• - o.. •• --- - , • "-~· , ~. ,_ .,_ - • _,_ -·· - - - '-" 

morfológica mente normales, estos parecen tener un potencial-de expansión mayor 

que aquellos provenientes de sujetos sanos (Tablas 1o y ~~);: 1? ~~;:¡)esta· de 

acuerdo con estudios previos, en donde se dete;minó lína ~~~or~e:í:ip,;Cidad de -·- : .. :_., ... -· --··-···, --· .... .,_,,._ ,,, 

formación de L TC-IC de las células normales de los' pabientes .con .. -l::MAicon 
- - ,- . ' .: '.' .. . :• . ,-_ . - '.'~ ,. ·_; - : ~<"· ::: . -~ .:-. _., .. _,,_-,·¿_:- .-. ·'.·-'.;. -> ·' . ' 

respecto a aquellas de donadores sanos (Ailles etal, 1997;:~lí~~r;i1cetali;200:2)_:La 
adición de TNF-a a los cultivos disminuyó la expansión•dé: pr()genitores;~n: las 

subpoblaciones analizadas, tanto de pacientes com() de c!6rí~d~~~s :.5~~os,. sin 

embargo dicho efecto fue mayor sobre las células de los pacientes, lo cual indica 

que los progenitores que dan lugar a la formación de colonias morfológicamente 
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normales en los pacientes, presentan una mayor sensibilidad al efecto inhibidor de 

TNF-a, que aquellos provenientes de donadores sanos. 

Estos hallazgos abren Ja posibilidad de· qúe-lascc-éh.ilas- rii::frmalés qüe se 

pudieran obtener de los pacientes mediante: procesos' de 'separé!Ción, posean 

características funcionales que pudieran favo~ecer:·~l.J: ~~p~;,~ión con fi'n~s de 

transplante. Uno de los retos en la actualidad: e~ encont~ár·el m~jór'pr~ced,imiento 
de identificación y separación de dichas· (;f31Ulé;S; no~males: de ·la población• 

leucémica. A este respecto, hay trabajos que. demuef;tra'n diferénciasmUy claras 

en cuanto a la expresión de ciertos antígenos/que podrían servir para ideÍ.tificar y 

distinguir entre las células progenitoras normales y su contraparte leucémi~a. Así, 

el antígeno CD90 (Thy-1 ), expresado en una si.Jbpoblación de células CD34+,Ja 

cual incluye a las células hematopoyéticas más primitivas (SRC y. L TC-IC; Craig et 

al, 1993) y el antígeno CD117 (e-kit), receptor del ·SCF (Papayannop¿J1oi.Í_ et ~l. 
1991 ), están ausentes en los progenitores de pacientes con LMA, a diferÉú-:icia de 

los progenitores de sujetos sanos (Blair y Thomas, 1997a; Blair y Sutherland, 

2000). De igual manera, el antígeno CD123 que correspo!°lde a laCaciE:l'ña·ci del 

receptor para IL-3. se ha visto fuertemente expresado en la~· c~IUia·~.8o34.9cD38-
de pacientes con LMA (>99%), mientras que en las células nc:lr~ai'es'.cbn;este ' . . ., -· ·' •\. :~¿·· . 

mismo inmunofenotipo practica mente no hay detección (<1 %- dej<i.·población 

CD34+ CD38-) (Jordan et al. 2000). Estudios encaminados a lá id~~úfÍ6él-C::i,Ón; de 

estas proteínas en muestras de médula ósea o sangre periférica de ·~;'.:l·ci:~~~~i:i,_con 
LMA, permitirían la identificación y separación de ambas poblacione~.ce¡l:u_IC1_rés:_ 

Diversos estudios han demostrado la participación de las'cito~il"l~S;~'en la 

proliferación de células leucémicas con un mayor grado de rl'laci'Úr~Ción, .sin 

embargo en subpoblaciones mas primitivas, las citocinas no. péln·~~E:ll"l influir en 
- , ~ ' . 

gran medida en la acumulación de los progenitores. Para poder entender porqué 

en las células leucémicas más primitivas no existe una respuest~ p'fó1iferativa más 

efectiva con respecto a las citocinas, es necesario el estÜdio'd~iÍéls Cllteraciones 

moleculares que ocurren en dichos progenitores .y:;;·~i.J:¡;, ·;6'o'ntribuyen a la 

transformación. Algunos trabajos indican que las alteraciones más comunes son 

las translocaciones cromosómicas balanceadas, que resultan en la producción de 

proteínas quiméricas (Grignani et al, 2000; Hromas et al, 2000; Schmetzer et al, 
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2000). Estas proteínas constituyen. generalmente, factores reguladores de la 

transcripción de genes específicos. fundamentales en la regulación de la 

proliferación. diferenciación y muerte celular (Cline, 1994).--

No menos importante es el estudio de la compOsición :'y, 18:,-i¡..;tegridad 

funcional del microambiente hematopoyético en LMA. Existen fÜerti;;s ~videncias 
-~ ~ ~, -_ ' ··: . ·- ' -. - - '' -

de alteraciones cualitativas y cuantitativas en dicho microambie~;~';,'\'.'ls -cual_es. si 

bien no son la causa de la enfermedad, sí parecen<-~st~~, involucradas -en la 

inhibición de la hematopoyesis normal (Maya ni. 1996) -y ~11 ~I (:¡~5,:i¡.'l"óü()'de la 
. .::..·<··>~~-·,· 

clona maligna como lo hemos demostrado en L TBMC. 

Aunque se han identificado subpoblaciones de células :l~~~érrii~~~-. :aún se 

desconocen muchas de sus características biológicas, lo ~-J~¡/~i>ci~ s'ii~a 
importancia no solo ª nive1 básico sino también clínico. E:~to;; ~~ici'é~te'mente. 
ayudará al des~r~ollo de estrategias terapéuticas más ~ficierltes- (p6~ eJ~mplo, el 

diseño de fármacos y anticuerpos monoclonales dirigidos en forma específi'ca para 

inhibir la expansión clonal de dichas células). 



107 

VIII. DISCUSION GENERAL 

En los últimos años se han conseguido avances muy importantes en el 

campo de la biologia de las células primitivas hematopoyéticas. Sin embargo,- a 

pesar de que muchos de los estudios se han enfocado en las células normales; a 

la par se han descrito características biológicas importantes de las células 

primitivas leucémicas (CPL). Así por ejemplo, se ha determinado que las CPL se 

encuentran en un estado de quiescencia, a diferencia de los blastos con un mayor 

grado de maduración, que proliferan más rápidamente (Smith et al, 1996; Guan et 

al, 2003). Lo anterior, explica ria en parte las constantes recaídas en los pacientes 

con LMA que han sido sometidos a tratamientos con drogas que actúan .sobre 

células en proliferación (Schiller, 1998). Además, se ha demostrado qúe. las CPL 
'. ·, .. _-

sobreexpresan genes de resistencia a estos fármacos (Costello et al, 2000), lo 
. .· 

cual les confiere una mayor ventaja con respecto a las células_ normales, que 

pudieran ser más afectadas por dicho tratamiento. 

Si bien el estado quiescente es una característica ·.:que ·favorece el 

mantenimiento de las CPL a largo plazo, pueden existir. otrÓs _meéanismos que 

permitan suprimir la proliferación o que ayuden a la pef;:riii~fi:~¿¡~'-cie 103'~ células'en 

dicho estado. ·':: .. 

Asi, en este estudio demostramos que las células p'roge~itor~sdé pacientes 

con LMA, tienen un menor potencial proliferativo in vitro queáqÜellas'pfo'venieÍites 

de donadores normales, en respuesta al estímulo de diferentes d()'ml;>i~-~C::ion~s de 

citocinas hematopoyéticas. Esta observación apoya los estudios de Guzfnán y 

cols. (Guzmán et al, 2001 ), dado que el estado quiescente d·~ las CPL ~-~-~~E!de 
favorecer, debido a su baja capacidad de respuesta al efecto inductor. de la 

proliferación de las citocinas que se pudieran estar produciendo en el 

microambiente hematopoyético medular. 

La capacidad disminuida de las CPL al efecto de las citocinas se 

contrapone a lo observado en los blastos leucémicos con un.: ~a·~R~ grado de 

maduración, en donde varios estudios han demostrado la importan~ia de estas 
., . 

proteínas en la proliferación de los mismos (Budel et al, 1993; Birkenkamp et al, 

1999; Kimura et al, 1999). Lo anterior corrobora no solo la presencia de 

subpoblaciones con diferencias inmunofenotípicas en las células leucémicas, sino 
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que además indica la existencia de características biológicas muy particulares 

entre dichas subpoblaciones. 

- Por otra parte, a pesar de no-tener una elevada actividad-:proliferativa en 

respuesta a citocinas, observamos que los progenitores leucériiicos r~sponden in 

vitro, al estimulo de factores como el GM-CSF, que-;'''en:_,-~I :-~ont;,;;~to: del 

microambiente hematopoyético (reproducido por 'los- L TBMCk -f~v6~€lce el 

mantenimiento de Jos mismos a largo plazo. Con est~~-bb~E)r,;~cib~€l~S¿~8~1Tlos 
señalar que las citocinas hematopoyéticas tienen un efecto difere~f¡,; ;;;6'i:>ré'.1as 

células leucémicas de pacientes con LMA, el cual depende de la s'ubpobl~ciÓ~ a '1a 

cual estimulen, así en poblaciones más primitivas, estas pr¿tef~as : p~drían 
favorecer el mantenimiento de las mismas, mientras que en poblaciones -más -

maduras (blastos leucémicos) estimularían principalmente su proliferación. 

De igual manera, otros investigadores han detectado alteraCiones en los 

mecanismos que favorecen la sobrevivencia de los progenitores _leucér11icos. Asi, 

se ha demostrado que las células primitivas de LMA expresan una forma activa del 

factor nuclear NF-kB (Guzmán et al, 2001_ ), el _cual se sabe tiene_ una actividad 

anti-apoptótica y se considera como un factor Clave de- sobrevivencia para varios 

tipos de cáncer (Wang et al. 1996 y 1998; Kim.et al, 2000). 

Con todas estas evidencias, se puede señalar que las células que 

mantienen la producción de los blastos malignos en LMA, utilizan diversos 

mecanismos celulares y moleculares para lograr sobrevivir por largos períodos de 

tiempo. A Ja fecha el reto no solo es describir las características de las distintas 

subpoblaciones leucémicas, sino poderlas diferenciar de su contraparte normal y 

con ello desarrollar estrategias terapéuticas más dirigidas para su eliminación, Al 

respecto, varios trabajos han descrito diferencias inmunofenotipicas entre las 

células normales y las leucémicas, en donde las células malignas se caracterizan 

por ser CD90- CD117- y CD123+ (Blair et al, 1997b; .:Í31air'y_SÚth~rl~rici,2óoo; 
Jordan et al, 2000). Estos estudios permitieron la púrifí2a:ciiÓl1,_,d€l;;1~~:-célul~s 

::t7:~:~:ª:=~~ti~ut~:n de~11°fa:;or h;e 7r:::~i::~~---··~~!k:~~tE~~-wI:;:~li~~~~-~ ~: 
.. '; - . . . . - .• ,._ "~ - . J._,.- '. 

cual es un hallazgo importante que no solo se relaciona con la de_tección molecular 

de las células primitivas leucémicas, sino que además el tratarl"lieni:o de las 
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mismas con inhibidores de la activación del factor permite inducir la muerte celular 

a través del proceso de apoptosis. situación que no ocurre en las células normales 

provenientes de médula ósea y de sangre de cordón üinbilical. 

Si bien resulta importante encontrar características de las células 

leucémicas que permitan su eliminación. otro aspecto de no menos importancia es 

el poder separar y manipular a las células hematopoyéticas normales presentes en 

bajas cantidades en la médula ósea de los pacientes. Al respecto en nuestro 

estudio determinamos que los progenitores morfológicamente normales más 

primitivos (subpoblación 11) de algunos pacientes con LMA, poseen un mayor 

potencial de expansión que los progenitores provenientes de donadores normales. 

Estos resultados apoyan los trabajos del grupo de Hogge y col. (Ailles et al. 1997) 

en los cuales también detectan un mayor potencial de expansión pero utilizando 

cultivos que permiten el crecimiento de células iniciadoras de cultivos a largo plazo 

(L TC-IC. por sus siglas en inglés). 

Lo anterior abre la posibilidad de que las células normales de paCientes con 

LMA. puedan ser expandidas para su posterior utilización en transplantes de tipo 

autólogo. Por lo tanto. un procedimiento in vitro de purga de células leucémicas 

podría involucrar el uso de inhibidores de la actividad del factor NF:..ks (Epinat y 

Gilmore. 1999). lo cual llevaría a las células malignas a muerte por_ apoptosis y 

posteriormente recuperar a las células normales para expanderlas con la 

utilización de distintas combinaciones de citocinas, como se ha .realizado en 

nuestro laboratorio con células provenientes de cordón umbilical (Flores-Guzmán 

et al, 2002). 

A la fecha. muchos esfuerzos se realizan para encontrar procedimientos 

adecuados que permitan modificar las expectativasde vida de ICJspacientes con 

LMA. sin embargo gran parte de ello depende dé coribcer a ;,,¡,;yór pÍ-ofundldad la 

biología del padecimiento, para así poder cte¿¡¡;.;¡.c)1iar e~triá·t~gii:t~ i/1 ·vivo ~-in .viú-o 

que permitan mejorar el pronóstico de los pacientes cori esta e~fermedact tan 

severa y de consecuencias fatales. 
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IX. PERSPECTIVAS 

En este estudio hemos demostrado que la adición de GM-CSF a los L TBMC 

provenientes de paciente$ con- LMA, estimula el crecimiento de los- progenitores 

leucémicos. A pesar de que se ha documentado que los blastos leucémicos más 

maduros expresan receptores para este factor. aún no se ha determinado si en las 

células progenitoras primitivas se expresan de igual manera. Debido a ello es 

necesario evaluar la expresión de receptores para citocinas hematopoyéticas en 

las células leucémicas más primitivas, así como determin_ar la producción y 

participación de las citocinas que se pudieran estar produciendo en l_a capa de 

células estromales por efecto de este factor, y que pueden favorecer el 

crecimiento de dichos progenitores. 

Por otra parte en este trabajo estudiamos poblaciones enriquecidas de 
.• ,. . 

progenitores leucémicos. obtenidas a partir de la expresión de antígenos como 

CD34, CD38 y marcadores de linaje: si bien estas poblaciones representan a 

células muy primitivas. a la fecha se han descrito subpoblaciones dentro de ellas 

que parecen ser aún más inmaduras y que se han identificado con el 

inmunofenotipo CD34+ CD38- HLA-DR- CD90- CD117- CD123+ (Blair et al, 

1997b, 1998; Blair y Sutherland, 2000; Jordan et al. 2000). Sería importante 

determinar si las características que hemos descrito se mantienen en dichas 

sub poblaciones. 

En nuestro estudio determinamos que las células _ progenitoras 

morfológicamente normales de algunos pacientes con LMA poseen un mayor 
-:---·-- ' ,--

potencial de expansión que aquellas provenientes de donadores sanos.· Estudios 

recientes han descrito diferencias inmunofenotípicas entre los;: pr()~enitores 
ieucémicos y su contraparte normal en los pacientes con LMAÚ31~ir e;t ~I, 1997b; 

Blair y Sutherland 2000; Jordan et al, 2000). Así, tomélnc:iO.·i·e~ cuenta las 

diferencias en la expresión de antígenos de superficie, es:~'ª:~t~1~'~eparar ambas 

poblaciones de la muestra de un mismo paciente. Con base.en:E3110, otro aspecto 

importante a evaluar y que tendría repercusión· a ni~~I 61i'.~ico, seria un estudio 

comparativo entre las poblaciones de células hematopoyéticas normales de los 

pacientes y aquellas provenientes de donadores normales. 
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Si fuera posible obtener células hematopoyéticas ·normales con un potencial 

importante de expansión en Jos pacientes con LMA, entonces se podrían 

manipular estas célula-s: p·ar-a sü·posterior-utilizaciónen los transplantes autólogos. 
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X. CONCLUSIONES 

En la última década. se han planteado nuevos conceptos en la biología de 

la LMA. Hoy en día. sabemos que este padecimiento tiene su' origen en-- una -

población de células hematopoyéticas muy primitivas. las cuales -mantienen la 

formación de las células malignas. El reto actual es la caracterizabiÓ~'füncional y 

molecular de esta población. con la finalidad de desarrollar nüe"'.as estrategias 

terapéuticas para mejorar el pronóstico de los pacientes con esta enfermedad. 

El presente estudio contribuye a dicha caracterización funcional bajo 

condiciones in vitre. Así. hemos demostrado que existe una disminución en el 

número de progenitores hematopoyéticos que dan lugar a la formación de colonias 

morfológicamente normales en los pacientes con LMA, ello probablemente como 

consecuencia de la hematopoyesis normal deficiente que se presenta en _la 

médula ósea y lo cual se refleja en los estados de leucopenia que experimentan 

estos pacientes. 

Además. determinamos que existe una disminución en la producciórl- de_ 

células hematopoyéticas en los L TBMC de pacientes con LMA con respecto a _los 
.... ,_.,. : . 

donadores normales, misma que se incrementa con la adición de rhGM-CSF._.Sin 

embargo, la adición de este factor favorece el crecimiento de los p-~ogenitCires 
leucémicos en los L TBMC de los pacientes con LMA. El rhGM-CSF e~- .::;r!-iactor 

ampliamente utilizado en la clínica para la recuperación de la~- ¿;;_;;rit~s 
leucocitarias en los pacientes que han sido sometidos a tratan"lié~i()~ ' con 

quimioterapia, sin embargo nuestros hallazgos sugieren que el uso d~,~~lefé:i)C:tC>r 
debe ser considerado con precaución dado que podría inducir la reap.iric-i~;,--de la 

enfermedad. 

Por otra parte determinamos que en las células provenientes d~-- los 

pacientes con LMA existen alteraciones en la expresión del antígeno CD34;:dado 

que en algunos casos no fue posible detectar células CD34+, mienÚasqu¡,;; en 

otros, un porcentaje elevado de ellas lo expresan. Debido a lo ant~rio-r, -~~~t~ 
antígeno podría no ser un marcador específico de células progenit::irci~;-p;¡;;.:;'iti~~s 
de pacientes con LMA. dado que en algunos pacientes no se d~tecta · su 

presencia, lo cual hace suponer que el origen de la transformación se lleva a cabo 

en una población aún más primitiva y con el inmunofenotipo CD34-CD38-lin-. 
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