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ABSTRACT

In the present study. we have assessed  the effects: of different

hematopoietic - cytokines-..o - proliferation’.. and expans:ont_of hematopmetuc,,

progenitors celis from acute myelo'd* Ieukemla (AML) patuents To evaluate such

characteristics we: have us
marrow:- cultures (LTMC) an

emotherapy, may

have demonstrated. i q'uiycl = suspensikonk cUltUres supplemented with
recomblnant cytoklnes progenltor cells ‘from AML patients (CD34+lin- and
CD34+CD38 I|n- subpopulatlons) possess a dlmlnlshed proliferative potencial as
compared to thelr normal counterparts These results suggest that the low capacity
: ematopmetnc cytoklnes could be a positive

to prolnferate |n response to : 'k
characteristic of pnmmve Ieukemlc cells so the pool is: not ‘exhausted and therefore
leukemlc blasts can be sustalned long term. Finally, we
c progemtors ln some AML patlents with a greater in

a constant productlon o

identified normal he

vitro expansion po nti progenltors frorn normal mdwnduals ‘This observation

should be further analyz dsnnce |t may has |mpl|cat|ons |n autologous bone

marrow transplantatlon :




I RESUMEN
La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad hematolégica que
cursa con un cuadro clinico severo y-de: consecuencnas fatales Este padectmlento

se origina en la meédula ésea, a: partlr de la transformacton de una célula seminal

hematopoyética, en la cual se modlflcan,las caracterlstlcas ‘de prohferacuon Y
diferenciacion, dando lugar; a Ia formaclon de un numero elevado de blastos
malignos. Se ha determlnado, que ‘en " LMA, las células leucemlcas estan
organizadas en forma jerérq{.xica' ‘dado que existen diferentes’ subpoblacxones con
distinto grado de maduracion. ‘Asi, se considera que exnste una poblacnon de
células leucémicas muy primitivas responsables de mantener la hematopoyes:s -
maligna y que pudieran ser el blanco de terapias mas efectlvas basadas en ‘el

conocimiento de sus caracteristicas biolégicas, las cuales aun no’se han def‘mdo'

completamente. A la fecha se ha demostrado la |mportanC|a de as mtocma's en eI

desarrollo de las células leucémicas con un mayor grado de maduracnon “sin

embargo no se ha descrito su participacién en poblaciones mas prlmltlvas En este
trabajo determinamos el efecto de diferentes combnnaqones d’ek citocinas sobre la
proliferacion y expansion de progenitores hematobqyétipoﬁs' prbvenientes de
pacientes con LMA. Para ello utilizamos dos sistemas:éxpéri}nentales: a) el cultivo
de meédula osea a largo plazo tipo Dexter (LTBMC)”‘y b)  cultivos liquidos en.
suspension (SC). A partir de nuestros resultados determlnamos que el factor
recombinante humano estimulador de colomas de macrofagos y granulocitos
(rhGM-CSF) incrementa la produccion de celula‘s._he_matopoyetlcas en los LTBMC
de pacientes con LMA y de manera particuléffavorece el crecimiento de I__ds;'
progenitores leucémicos, lo cual sugiere que esté factor debe ser aplicado con:
precaucién en tratamientos clinicos, debido a’ que’ si bien resulta ber‘\'éficyoiélv
reducir el riesgo de infecciones después de la quimioterapia, podrla favorecer Ia,

reaparicion de la enfermedad después del tratamiento. Asimismo; observam s que"
igeno. C'D34
en las células progenitoras hematopoyéticas, dado que en: algunos de: ellos no fue‘

en los pacientes con LMA, existen alteraciones en la expresnon del al

posible detectar células CD34", mientras que en otros, un porcentaje elevado de
células hematopoyéticas lo expresaron; lo anterior cuestiona la |mportanc1a de
este antigeno como marcador especifico de células primitivas de pacientes con
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LMA. De igual manera, determinamos que las poblaciones de progenitores

hematopoyéticos de los pacientes, obtenidas mediante un proceso de separacion
y._CD34+CD38-lin-,

inmunomagnética para enriquecer _en _células’ CD34+||n-
poseen un potencial proliferativo in vitro dlsmanIdo con respecto a: las poblacmnes

provenientes de individuos normales y ademas son sensibles al’ efecto inhibidor de
ta proliferacion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Esta disminucion enla
capacidad proliferativa en respuesta a las citocinas hematopoyéticas. po‘dria'ser
un mecanismo de escape de las pdblaciones leucémicas mas primitivas a-las
terapias que pretenden inducir la proliferacion de las células mallgnas para
favorecer la suceptibilidad a los agentes quimioterapeuticos. Por su parte la
inhibicion por efecto de TNF-a en estas poblaciones, modifica la idea de la
participacion de un mecanismo de estimulacién autocrina similar al deScfito en
poblaciones mas maduras. Por ultimo determinamos que existen subpoblayciones
de células progenitoras hematopoyéticas morfolégicamente normales dentro de
las poblaciones primitivas de algunos pacientes con LMA, las cuales presentan un
mayor potencial de expansion que los progenitores provenientes:-de donadores
normales. Este hecho resulta muy favorable, debido a la posibilidadide identificar y
purificar a células normales para su expansion -bajo condiciones in vitro- en los
pacientes con LMA y poder utilizarlas en transplantes de tipo-autdlogo.




1. INTRODUCCION

Las células‘sanguineas se originan en la médula ésea a traves de un
proceso-complejo- denommado hematopoyesis. La médu‘la osea esta constntundav
las celulas” str '

pnncnpalmente por dos elementos celulares

maduracidén, lo que

Durante las ultxmas décadas la mcxdencu S
considerablemente en los palses desarrollados y en algunos palses en vnas de'
desarrollo. En los Estados Unidos, por ejemplo |nc«denc:|a‘ anual:de: "esta'
patologia es de 2.4 casos por 10° habitantes 'y dlcha‘ nc acre
progresivamente con la edad, de tal suerte que en adultos mayores
de 12.6 casos por 10° habitantes (Kosary et al, 1995) En ‘México:los datds’s'bn
escasos, sin embargo, existen evidencias de que el numéro de pac:entes _on esta'

65 afos es

enfermedad se ha incrementado en forma stgnlt"catlva..,
reportaron mas de 600 casos nuevos (Registro Hlstopatologlco de Neoplasxas en
Meéxico, 1998). i ““ S

La LMA es una enfermedad fatal. En los afios 70's la sobrevid:é a.5 afos en
este tipo de pacientes era del 15%. Actualmente, y gracias a-los: aVances en su
diagnodstico y tratamiento, el periodo de sobrevida a 5 arfios sefha incren'ientado

sngmflcatlvamente sin embargo continua siendo bajo (apenas del 40%).

Con la finalidad de desarrollar terapias mas efectlvas ‘en’la ‘tltima década
se han descrito caracteristicas importantes de la enfermedad y en partlcular de la
biologia 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 maduraciéon y se han identificado aquellas mas primitivas y que al

parecer son- las: responsables de mantener la. produccxon de . los: blastos
~dichas células,

transformados.. Sin embargo a . pesar.de_ haber. ldentnf‘cado o
muchas de sus caracteristicas funcionales adn.no se conocen
En el presente trabajo estudiamos en partxcular dos aspectos wnportantes

en la biologia de tas células leucémicas prlmltlvas. la prolnferacnon y-la. expansion

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 dsea a largo plazo
tipo Dexter (LTBMC), a partir de células mononucleares de meédula dsea y b)
cultivos liquidos en suspension (SC), utilizando poblaciones obtenidas mediante
un proceso de separacion inmunomagnética para enriquecer en células CD34+lin-
y CD34+CD38-lin-.




t. MARCO TEORICO
1. Principios de la hematopoyesis

Todas las celulas presentes en_la. sangre, .se_derivan de una pequefa
poblacion de ceélulas seminales hematopoyétlcas Ias cuales se localizan en la
meédula 6sea (MQ). Las células: semlnales hematopoyetlcas originan células
progenitoras que proliferan-y maduran' hacn‘a os‘dlferentes linajes sanguineos,
' y "Debldo a que las células

mediante un proceso denommado
maduras presentes en la sangre penféncattenen una vnda Ilmltada es necesaria
su constante produccion y para ello el snstema hematopoyéttco es capaz de

regular. mediante mecanismos muy complejos. los procesos de expansion,
compromiso, proliferacién y sobrevivenéia?de"lés células hematopoyéticas (Till y
McCulloch, 1980). R ‘

La meédula &sea es el organo en el que tiene Iugar la hematopoyeS|s
durante la etapa adulta (Trentin, 1989), para Io cual,cuenta con una red de celulas
estromales (fibroblastos, macréfagos, celulas endotellales y adlpOCItos) Y celulas
accesorias (monocntos y linfocitos) que producen _cntocnnas y protemas de matrlz

microambiente hematopoyético, en el cualy

sangre durante la vida del mdnvnduo (McCuIIoch.f 1993.' Berardl ‘et al 1995), éstas
constituyen el 0.005% del total de células en |la meédula o6sea. 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% de Ias células'de la.médula 6sea. El tercer compartimiento comprende a las
celulas precursoras ‘reconocibles por su morfologxa y que corresponden a >99.5%

de Ias celulas presentes en la meédula odsea. Flnalmente las ' células maduras

cnrculantes (cuafto compartimiento), que representan el ‘Gltimo estadio de
vdlferencnacxon de los - elementos hematopoyetxcos (Flgura 1).. Este modelo de
cIasnf’cacnon |nd|ca que existe una jerarquia hematopoyétlca ‘en donde las células’
semmales son Ios elementos mas primitivos que: dan Iugar a la formacnon de todos
los constltuyentes del sistema hematopoyético. e ; L L ’
.Tanto las CSH como las CPH tienen una morfologla Imfoblasto‘lde por lo
‘émbargo ‘su

que no.es posible distinguirlas a través de mlcroscopla de qu.
ldentlf'camon. purificacidbn y caracterizacion ha sudo p05|ble medlante estudlos

inmunofenotipicos y funcionales. Ambas poblacuones celulares expresan el
.que; parthlpa en los

antigeno CD34, una glicoproteina transmembrana
mecanismos de adhesidn celular (Healy. et al, 1995) Las.CS

‘el antigeno CD90 (Thy-1) y carecen de Ia expresnon d tras . mol "chla"s’.‘tales
como CD38, CD45RA y CD71 (Craig et aI 1993 Maya v Lz dsdorp., 1994)
Conforme las CSH 'se diferencian- y dan- Iugar a: la for ‘avlon de las . CPH;
adquieren la expresion. de moleculas como CD38 CD45R CD71: otras mas,

demas expresan

pertenecientes a linajes- especnfcos.k por ejemplo. CD4 r'\vllnfocnos T;
CD19 y CD20 en. hnfocnos B: CD15 'y CD33 en celulas mleIOIdes cD4a1: y CD42 en
megacariocitos (Terstappen et al, 1991) S -

Exnsten actualmente dxversos metodos funcuonales P
cuantnﬁcacnon de las CSH Entre estos destaca el snstem

las celulas con: Ia' ap cndad de reconstutuxr, en Su t ta

Ia‘i‘d‘ehtif'cacién v
IVO que ldentlfca a

rgo plazo el

~sxstema hemato de ratones " con mmunodefc ‘ombmada,,

(scip, ‘por sus sig ylngles Kamel-Reid y Dick, 1988). E
en Ia radlac:on uble aI’ de ratones SCID y Ia myeccuoh\lhtra
hematopoyetlcas humanas dentro de’las que se encuehtran'las celulas seminales
y progenitoras. Generalmente se requiere de la administracion de factores de
crecimiento hematopoyéticos humanos, como el factor estimulador de colonias de

elo. cpn5|ste
e las células
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macrofagos y granulocitos (GM-CSF) y la interleucina-3 (IL-3), entre otros, para el
optimo desarrollo de.las" celulas humanas en el microambiente medular:del raton

- (Dick,-+19986).- Las células 'con “la - capacudad de reconstltu:rb law hematopoyesns,

reciben el nombre de celula :

en mgles) v representan.ﬂ_
entre los distintos tlpOS celular
] Por otra parte, se ha{ ]
hematopoyesis in vitro.a Iargo plazo aI ser cultlvadas én presehcna de capas
adherentes de fibroblastos que funcnonan como soporte: de crecxmuento A estas
células se les denomina celulas lnncuadoras de cultivos a: Iargo plazo (LTC-IC, por
sus siglas en inglés), y se caractenzan por su capacndad para generar CPH por
periodos superiores a las 5§ semanas de cultivo (Sutherland et al, 1990). Estudios
realizados en ratones SCID, han demostrado que-: despues de a semanas de ser
transplantadas las SRC, se detecta la aparncnon de Ias LT ‘ 'IC debido a ello se ha
determinado que estas Gltimas son celulas menos pr'mltlvas que las SRC (Figura
1) (Dick, 1996; Cashman et al 1997) :
En cuanto a las CPH su ldentlf“cam 5
medio de métodos mas. sencullos, bas:ca €

ifi acxon son realizadas por

es de su capacidad para
s (metxlcelulosa o agar), de

formar colonias hematopoyetlca‘
l e colonlas (CFC;: Metcalf,

ahi que sean conomdas
1977).

2. Mlcroamblente hematopoyetlco e

-Como hembos mencuonédo ‘el mlcroamblente ‘ematopoyetlco (MH) es una
estructura trldnmensnonal compleja altamente orgamzada que regula la locahzamon
y la f“sxologla de las celulas hematopoyetlcas el cual onénste "en una red local de
células del estroma celulas accesorias y sus: productos (matriz éxtracelular y
C|tocmas) (Mayanl et al, 1992b Perkins y Felshman 199 g
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FIGURA 1. Esquema de los compartimentos celulares en la heimatopoyesis

El sistema hematopoyético esta constituido por 4 compértimentos: (i)

normal.
-y (iv) células

células seminales; (ii) células progenitoras; (iii) células precursoras
maduras. Tanto las SRC (celulas repobladoras de ratones SCID)

IC (celulas mlcnadoras ‘de cultlvos ‘a.largo plazo) estan comp ndidas dentro del
'as» CFC (celulas

omo las LTC-

compartimiento de-las celulas semlnales hematopoyetlcas
formadoras de colonlas en cultlvo) corresponden al compartlmlentov de Ias células

progenitoras (Tomado de Montesmos y Mayanl 2002) : f‘
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Las células estromales son residentes permanentes de la médula osea y
ademas de ser un: soporte fisico, snntetlzan Y. secretan citocinas y moléculas que
forman: parte'de Ia matrlz extracelular necesarlas ‘para. regular la. autorenovaCIon.
dxferencnacnon _’ maduracnén Y mngracnon de las. celulas hematopoyetlcas (Mayani et
al. 1992b) Las células del: eswt.roma ‘ ncluyen.k celulas retlculares macroéfagos,
] ‘C|tos” v osteoblastos (Russell 1996). Las céluias
fbroblastlcas) representan el componente mas
vnvo como - in’ vitro. Las . celulas advenhcnas estan

localizadas in vnvo alrededor de Ios sinusoides venosos y su papel principal es el
as células sanguineas: maduras ‘de la médula a la

de regular la mlgracno °d
las células Fbroblastlcas se encuentran en contacto

circulacion. Por Su pa‘e
directo con las: celu as granulocntlcas |nmaduras‘_ y son el .componente. mas
abundante en los LTBMC ademas tlenen la capac1d‘:rad de producnr citocinas como
GM-CSF, factor estlmulador de colomas de gra ' locntos (G CSF) factor de celulas
|nterleucma 1 (IL 1) e 'nterle ne ; 5

semlnales (SCF)

Osea y de los LTBMC, son los macrofagos Ios cuales

tanto. por interacciones célula—célulaic'omo por

IL-3, IL-1,
1985; Rappolee y Webb, 1988).

Ia cnrcu!acuon y el

que: as celulas endotellales

controlan los ultimos estadlos de la* hematopoyesus medlante ‘interacciones
celulares directas y regulando l|la entrada de células maduras a la circulacion
periférica. Estas células también pueden regular la hematopoyesis a través de la
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produccion de moléculas de la matriz extracelular como la colagena tipo IV vy la

laminina (Rafii 1994) ) .
Otras celul s estromales son los adlpOCItOS Y- los osteoblastos los. pnmeros

ocupan el

amarllla) \

G-CSF, GM CSF, M- CSF IL 1 :
(TGF-B) y TNF-« (Ignotz'y Massagu‘e
Tambien encontramos a. Ias células accesorlas que ‘se encuentran de

manera transitoria en la cavidad medular pero que regulan l

1989) )
En el microambiente - hematopoyético ademas del»,L‘cioA po

también se tiene la presencia de la matriz extracelular, 'estruc‘ ra: altamente

organizada, compuesta de ‘glicoproteinas, proteogllcanos y gl mmogllcanos

que son secretadas por las células de! estroma medular En/ funcnones de la

matriz' se lncluyen la mediacion de la union celular; Ia unlon de factores de

crecimiento y la |nducc16n de la autorenovacion'y. dlferenCIaClon de las células

hematopoyetxcas (Gordon, 1988). La adhesmn de las células hematopoyéticas a
Ia Ilberacuon de las células

las células’ del estroma es importante para el control
maduras hacna la sangre. Esta adheswn esta medlada por las moléculas de la

matriz extracelular y por:la expres:on de moleculas de adhesmn por parte de las
células hematopoyetlcas (Blairy Thomas. 1997a).
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3. Citocinas hematopoyéticas
Para que se pueda llevar a cabo la hematopoyesns es necesaria la
participacion de-ciertas proteinas conocidas.como, cntocnnas las Cuales permiten la
prohferacnon diferenciacion y expansion de las celulas hematopoyetncas (Fxgura 2)
y son parte importante del mlcroamblente ; hematopoyetaco (Tabla. 1). A
continuacién describiremos las caracterlstlcas de algunas de !as principales
citocinas involucradas en la formacion de las celulas sangumeas k

3.1 Factor de células seminales : i .
El gene que codifica para el factor de célulassemiynkarles',se localiza en el
brazo largo del cromosoma 12 en la region 12q22 (Ande"r's'onjet al, 1990) 'y
comprende aproxumadamente 50 kb que constituyen 9 exones (Martm et.al, 1990)
El primer exon codifica. al peptldo sefial de 5 amlnoaCldds ';mlentras que los
exones 2-6 codifican para’'el dominio extracelular de unié rece;
codifica una porcién del domlnlo extracelular y 23 amlno cndos de la regidén
transmembranal. Por su parte los exones 8 y 9 codlfcan 23 y 22 ammoacndos del

dominio citoplasmico, respectivamente. B

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 Jdltima es la mas importante dado que
se ha demostrado la necesidad de su participacién para el desarrollo de las
células germinales primordiales que dan lugar a los gametos en el raton (Dolci et
al, 1991). El SCF en su forma soluble es una proteina de 164 aminoacidos que es
capaz de formar homodimeros unidos de manera no covalente y ademas posee.
diversos sitios de glicosilacion, lo cual da por resuiltado un peso molecular',
aproximado de 50-60 kDa. La forma dimérica del factor es necesaria para la
activacion del receptor y la transduccion de senales (Hsu et al, 1997). Por su parte .
la forma unida a la membrana se encuentra preferentemente en’ su forma -
dimérica. ﬂ i it :

Esta citocinvay' e“" etlzada principalmente por las células estromales;
fibroblastos, células endotehales y macréfagos (Heinrich et al, 1893). El receptor
para SCF se denomina c-kit y pertenece a la_.famllla de los receptores tirosina
cinasa que tienen la capacidad de autofosforilarse (Miglaccio et al, 1991a).
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FIGURA 2. Representacién esquematica del crecimiento

células progenitoras hematopoyéticas. A, la poblacién inicial:es” capaz: de

diferentes linajes hematopoyéticos (diferenciacion).
reduccion en el num'ero;;,deffc:vélul'as que mantienen:’
poblacién inicial. B, la:poblacién:inicial prolifera’ y se diferencia; el

células que retiene.las caracteristicas de |la poblacién:inici e.mant C
poblacion inicial prolifera‘y se diferencia; el numero:de: células:que rtetienen las’
caracteristicas de’ la’ poblacién inicial se incrementa (expansion). . Tomado de -

Flores-Guzman et al, 2002,
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TABLA 1
Principales citocinas que participan en la hematopoyesis
Estimuladoras Fuente celular Inhibidoras V"Fuentre celqlar
SCF Fibroblastos TGF-3 Macrofagos
Endotelios Linfocitos
Macrofagos
IL-6 Linfocitos T IFN-c Linfocitos
Monocitos Monocitos
Fibroblastos Macrofagos
FL Linfocitos T IFN-3 Fibroblastos
Monocitos ) Epitelios
Macréfagos Monocitos
TPO ‘Hepatocitos IFN-5 Linfocitos T
R Ceélulas NK
IL-3 Linfocitos T MIP-1c Macrofagos
GM-CSF " Linfocitos T TNF-a Macrofagos
Monocitos Linfocitos
Macrofagos Ceélulas cebadas

Fibroblastos
Endotelios

G-CSF Monocitos
Macrdfagos
Fibroblastos
Endotelios

M-CSF Monocitos
Macrofagos
Fibroblastos

-5 Linfocitos T

EPO RifAGN

IL-18 Monocitos
Macréfagos

Células dendriticas
Linfocitos B

FL, ligando del receptor tirosina cinasa 3, .parevéido' al rebeptor fms; TPO,
trombopoyetina; EPO, eritropoyetina; MIP, proteina inflamatoria de macréfagos.

1

TESIS CON |
FALLA DE (i |
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Las células que expresan c-kit son principalmente Ilas progenitoras
hematopoyéticas, sin embargo. también se ha vnsto sobreexpresado en ceélulas

tumorales.(Toyota et al 1993) ,f,‘,
Los cultivos in- vntro han demostrado

diferenciado (MIglaCCIO et al 1991b) Un aspecto’ mportante es- que snnerglza con ‘; -
varios factores de crecnmxento mcluyendo a erﬁropoyetlna (EF’O) "GM-CS
CSF, M-CSF e IL-3, para incrementar eI numero de progenitores herﬁatoboyetlcos

Por otra parte, cuando en cultlvos semlsohdos se agrega 'SCF en

combinacién con otras cltocmas se obs rvan colonlas de mayor tamano y namero
celular, pero no se observa que afecte‘n su“dlferenmamén por Io que se piensa
que este factor no tiene un efecto en este mecanlsmo. sino. umcamente en la
proliferacion (Weatton y Gordon »1996)7 ;De igual manera en cultlvos llquudos de
: 'ado que el SCF mas IL-6 estlmulan la

médula osea de ratdn, se ha’
generacién de progenitores prlmlthOS mlentras que la comblnacnon de SCF mas

IL-3 estimula la generaciéon de’ celulas progenitoras mas maduras por su parte, en

presencia de EPO aumenta el numero y el tamano de:. Ias colomas BFU E

(unidades formadoras del brote eritroide) (Weatton y Gordon ‘,1 996) :
En estudios in vivo se ha demostrado qure”SCF es

de transplante de medula dsea (Bodine et al, 1996).“ l

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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proteina, mientras que el tercer exon codifica parte del péptido sefial. Los exones
del 4 al 7 codifican para una region parecnda a erltropoyetlna y al dom:nlo rico en

carbohidratos (Schmttger et al, 1996) : ,
La TPO: -es; smtetlzada en el hlgado como una
peso molecular de 36 kDa (Foster et al, 1994): Posternor ‘al’corte del

de 21 ammoacndos se lleva a cabo ia gllcosnlacuo de la.proteina estante v, con
90 kDa (Hoffman et

eptldo senal

ello se. forma una glicoproteina con un peso molecu
al, 1996) La “glicoproteina posterlormente se llbera
almacene intracelularmente en el higado. LavTF’O
comunes para las otras citocinas que partiici’p:a

mucho mas grande que la mayoria de los bfi'ci'sl e
tiene una estructura con dos dominios dlStlntOS ‘un:dominio: pareC|do a EPO

ematopoyetlcos y

(residuos 154-332) y el otro con un potencual de: ruptura proteolltlca (Arg 153—Arg
A .la fecha, no’ se conoce la

154), ambos separadas por un sitio dibasico.
1997), sin embargo, un as’pec}to

relevancia bioldgica del sitio de ruptura (Kato et al,
interesante es que a través de la regién parecida a EPO, la TPO interactua con su
receptor; no obstante, a pesar de que este dominio tiene un 50% de homologia

la TPO no se 'une al correspondiente receptor de esta ultima Y. de

con la EPO,
1997)

igual manera EPO no interactia con el receptor de TPO (Deane et al,
Estudios in vitro han demostrado que esta citocina, purlf'cada del plasma de

ratas trombocttopémcas tiene la capacidad de ser un factor. estlmulador de

colonias de megacanocntos dado que incide prmcnpalmente sobre las umdades
i 988 CHill 'y

t_"cov._. ‘se ha

formadoras de - colonlas de megacanocntos (CFU MK) (McDonald
Levine, 1989) No'»' obstante la |ncnden0|a sobre Hlinaj

megacariocitos (CFU- GEMM) (Ku et ‘a 1996) Ademas en: cultlvos en suspension,

la adicidn de TPO y SCF da lugar a la expansnon del namero total de células

hematopoyéticas, de las unidades formadoras de . colonias de granulocitos-
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macréfagos (CFU-GM) y CFU-GEMM en comparacion con SCF solo, e incluso
dichos |ncrementos Son mayores que aquellos observados con L~ 6 lLe11 o G-
CSF (Kobayashl et al 1996 . ;

Dos llneas de :

sugleren que los efectos in vutro de TF’O
correlacionan con- sus pro e Vdes m vnvo F’rlmero la admmnstracnon exogena de
este factor.en ratones normales mcrementan ‘el namero total d‘enBFU -E. CFU- -GM
\ CFU MK en medula osea y bazo (Kaushansky et aly _'1996) ‘Segundo la
eliminacion genética de TF’O o su receptor (producto del proto-oncogen c—mpl) se .
asocia con una disminuciéon substancial en el numero deé todos Ios tlpos de
progenitores hematopoyéticos, incluyendo los plurlpotenmales (Alexander et al,
1996; Carver-Moore et al, 1996). Estos resultados sefalan’ Ia lmportancua de’ esta

citocina en la regulacién de la hematopoyesis a partir. de: la estlmulacxon de |as
células primitivas. Debido a estas caracteristicas, TPO es: el regulador prlmano de

la megacariopoyesis y de la produccion de plaquetas.

3.3 FLT3-L

El. factor denominado FLT3-L fue ldentlf‘cado Aa“ part
relacionados con su correspondiente receptor conocido’ como FLT3 el ‘cual se
aislé utilizando un fragmento de DNA dirigido contra: el receptor de M -CSF (c-fms),
lo que llevd a la identificacidn de una porcion de Ia secuenCIa ala que se
denominéd fit3 (fms-like tyrosine kinase 3, en mgles) (Rosnet'et al, 1991). Una
forma soluble del receptor fIt3 se utilizd para clonar su: llgando el FLT3-L 6 FL.
Posterior a ello, el grupo de Lyman busco en una: varledad de llneas celulares la
expresion de un ligando sobre Ia supert"cne celular que fuera .capaz de unir al

receptor soluble, de esta forma se |dent|f'cé'una Ilnea d rcieﬁlulas T-de ratén que

; ’-’d'vek eStUdios

a’do posteriormente a
Lyman et val 1993)

especificamente unié al receptor soluble El
partir de una libreria. de expres on de DNArc 1

El gene que: codnfca para Lis
19g13.3 y es de aproxnmadament 1ales
codifican para la protema que esta constltwda por un ‘péptido senal de 26
aminoacidos, un dominio extracelular de 161 ammoacudos, uno transmembranal

de 23 aminoacidos y una regidn citoplasmica de 30 aminoacidos. El FL es una
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citocina homodimeérica unida de manera no covalente, que se puede expresar de
dos formas: unida a la membrana cntoplésmlca y tamblen soluble (Lyman y
Jacobsen, - 1998) “La proteina’ Unida a’ “la” membrana consnste de “un dommlo:-

cntoplasmlco corto con estructuras snmllares a los factores"SCF yiM CSF

Estudios in vitro han demostrado que_es ) p'o',r"'tante enla
proliferacion, sobrevivencia y diferenyciaciény"qe; Yk i e‘métopoyéticas.
aunque su capacidad estimuladora es mu ' do Eiu’é 'individualmente
Sin embargo, en presencia de otras citééi : y tlcas tales como IL-3,
IL-6, IL-11, IL-12, SCF y GM-CSF aumenta
(Hudak et al, 1995; Jacobsen et al; 199
realizados con sangre de cordon umblllca han
hematopoyéticas cultivadas en presencia. de FL SCF "TPO e IL-6 son capaces de

repoblar a ratones SCID (Pnacnbello et al 2000) y que en dicho mecanismo el FL

la: espuesta de ‘manera sinergistica
et al, 19986). Estudios
emostrado que las células

Ramsfjell

sinergiza con .
hematopoyéticas capaces‘id
igual manera induce 'Ia‘r‘h“
anterior trae por consecuenCI \
basofilos en sangre penfenca Por otra parte fel tratamiento con FL resulta en una
acumulacién significativa de células dendriticas funcionalmente activas dentro del

tejido linfoide de raton (Shurin et al, 1998).
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3.4 Interleucina 6
El gene que: codlf“ca para IL-6 tiene una Iongltud de aproxxmadamente 5 Kb
- ones y “se’ Iocallza ‘en-el” cromosoma 7 en’la regidén

y contiene 5 ‘exones .y 4.
7p21(Tanabeetal1988) ,

La IL—6 es una ﬁrotreylna d
73y 172. Se smtetlza 'como:una protelna precursora de:
observado que al menos eklsten 5 d:ferentes ormas moleculares de IL-6 con una

122 ammoacudos gllcosnlados en las posiciones

: 86 ‘aminoacidos y se ha

masa molecular de entre 21y 28 KDa,
debido a alteraciones postraduccionales : com“'
(May et al, 1988). Se ha demostrado que la: IL-k

importancia funcionail: a) una regién que se un ceptor b) dos regiones que

‘nales de transduccion; y ¢)
enales de transduccion, sino
IL-G (Ehlers et al, 1994).

T monocutos megacanocntos
;.1 996 Crichton, 1996). Esta :
Ia

se unen al receptor pero que NO SON capace:

IOtr‘OplCOS del grupo de

ser estimuladas, tal como ocurre ‘en:‘una un trauma d

1994).

infeccuo‘n‘,

inmunologico (Tilg et al,

subunidad de sefalizacidén que no interactda con la IL"

Estudios in vitro han demostrado que la IL-G(ln u
celulas B que han sido previamente activadas, pra.fa"
embargo en células B que no han sido activadas,,ié»l :
la liberacion de inmunoglobulinas (Muraguchi et a‘l'.”1988). Al respecto, se ha
observado que la iL-2 estimula la capacidad de réspuesta a la IL-6 en las células
B, para la produccién de anticuerpos. Ademas la IL-6 sinergiza con la IL-1 para

nciacion de las
noglobullnas sin
;no es’ capaz de estimular
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estimular el crecimiento y diferenciacion de las células B de ratén activadas con
sulfato de dextran (mG et al, 1988) S

T pe’ lgual ‘manera, la IL-6 “esta involucrada ‘en Ia actnvacnon crecsmlento e
dlferenC|aC|on de las celulas T.(Houssiau y Van Snick, 1992) Induce»la expresnon
de-la" cadeha ‘o del receptor para la IL-2 en las celulas'T ’por"

parthnpaClon es importante en la proliferacién de estas celulas Uyttenhove et al o

1988) ‘Ademas aumenta la respuesta de

desarrollo de los osteoclastos (Muraguchi et al, 1988; Van Snlck‘
1991). En el sistema hematopoyético, promueve -a las celulas

hematopoyetlcas para que entren al! ciclo celular y junto con la IL'W

cuales estimula su maduracion y proliferacion (lkebuchi et al
1989). :

en la reabsorcién de hueso (Ershlei' e't al, "1997) y en la hpogevn
incluso se ha visto que dicho efecto tamblen es estimulado

embargo debido a que la Il_-6 es mducnda por este factor.

secuencia lider de 17 aminoacidos, dos’ puentes dlsulfuro lntramolecuiétfés \ dos
sitios potenciales de N- y O-glicosilacién. 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 los pnmeros factores en ser descrito, purnf‘cado y
molecularmente clonado Su nombre deriva de la capacndad para estvmular la

defnémnaosea(Heywonhetal1990)

proceso fecélon bactenal en . donde se: actlvan I|nfoc1tos T y macréfagos, el
GM- CSF p du0|do por estas celulas aumenta Ia producmén tanto de macréfagos

como de granulocntos Se han descrlto receptores de baja y alta afinidad para el
GM- CSF ambos con un peso ‘de '50-70" kD' (Kltamura et al, 1991; Sato et al,
1993). ‘

Como hemos mencuonado 1L.GM- CSF actua de manera selectiva sobre los
progenitores CFU-GM para estlmular su: dlferenmamon in vitro hacia macrofagos,
neutréfilos y  eosindfilos,  sin - embargo tamblen “es” capaz de estimular a
progenitores eritroides y megacarlocmcos De lgual forma- el GM-CSF tamblen,

activa a células maduras como los’ macréfagos. ‘ lncrementando el proceso '
oxidativo respiratorio y a los neutréfilos aumentando su capacndad de fagocntosns
de bacterias y levaduras (Grant y Heel, 1992 Metcalf y Nlcola : 1995) : Ademas ‘

estimula la liberacidn de cxtocmas secun

el |nduc1r Ia prollferaCIon y

Por otra parte, GM- CSF, capaz de

diferenciacion de células dendriticas

antigenos a las células linfoides,: ellc forma conjunta y sinérgica con TNF-a

(Metcalf y Nicola, 1995). De lgual manera este factor participa en la respuesta
inmune mediante la induccidon de;lﬁa,_exprﬁesn‘on ‘de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad Clase Il'y dke" los receptores Fc tanto en macréfagos como en
células dendriticas (Witmer-Pack et al, 1987; Jonuleit et al, 1996). Debido a lo
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anterior, este factor tiene un papel muy importante como mediador de la respuesta
inmune. 5 N
‘Estudios’in vavo han demostrado que el GM CSF Juega un papel lmportante
en la activacion de los macrofagos alveolares del pulmon ‘los® cuales de esta forma
partlcnpan en las reacciones pro- mflamatonas que se llevan acabo en éste organo
De hecho, se ha visto' que al administrar’ GM:- CSF tanto en ratones como ‘en-
humanos, se lleva acabo una respuesta anologlca blfasnca Ia cual consnste en-una
disminucion rapida en el nimero de leucocntos en Ia prlmera hora después de la
inyeccion, ello debido a su acumulacnén en: la reglon pulmonar A contmuacnon y

dentro de las siguientes 2 a 4 horas, el numero de celulas iniciales se recupera y
numero de neutrofilos,

posteriormente se da un lncremento progresnvo en:el
eosindfilos y monocitos en cxrculacuén (Metcalf;y Nlcola. 1995). Debido a estas

propledades el GM-CSF se ha utlllzado a nlvel cllnlco en la recuperacion de las-
' ‘ancer que han recibido quimioterapia

cuentas leucocitarias en pacnentes col

(Armitage, 1998).

3.6 Factor estlmulador d, _coloma de granulocnos )
E! gene de G- CSF se /ncuentra en el cromosoma A7 en ia reglon 17q21-

q22 y comprende 5 exon 5s y ’ntrones (Kanda et al; 1987) El gene coduf‘ca para
una proteina de 23 kDa e cuya estructura se encuentra‘un ‘péptido-sehal de

secrecién de 30 ammoacndos y dos puentes dlsulfuro entre ‘los aminoacidos
Cys36-Cys42 y Cy567 Cys77 (Lu etal; 1989) La protema puede estar gllcosnada

los azucares: N' ce' lgalactosamlna y acndo N acetil neuroaminico en. |a
1990) l_a lmportancna f“snologlca de la proteina G-
ylo

con
posicion Thr 133 (O 'ed ‘et al
CSF radica. en’’ ¥ mantenlmlento homeostétlco entre proliferacion:

diferenciacién d Ias granulocntlcas y sus precursores. Esta protema ‘esta

presente en, nguineo y puede obtenerse de medlos condlcuonados

provementes de vario ‘tlpos celulares (Metcalf 1989). i e
El G-CSF . es producndo por células estromales, macrofagos t"v ‘fko'b‘lastbs,
células endotellales y por algunas células tumorales (Arau et al, 1990) Este factor

tiene un receptor de alta afinidad de 130-150 kd que se presenta principalmente
inmaduras, especiﬁcarhente del linaje

sobre ceélulas mieloides maduras e
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granulocito- neutréfilo asi como en células endotehales y en algunas lineas
celulares como la HLGO de leucemla prormelocmca (Begley et al, 1987, Bussolino
et al, 1989). - : 3 :

Estudlos fin vntro demostraro

incrementa tanto su actlwdad fagocmca Ia produccnon de anlones superémdo asnf

(Wang et al, 1988)

en pacientes que recnben agente i ne ] SPU e
érganos (Welte et al, 1996). En estos pa‘cient‘es’ el GZCSF acelera la recuperacion
de granulocitos y disminuye el riesgo de infecciones severas por hongos o

bacterias.
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Por ultimo, un aspecto importante de aplicacidn del G-CSF, es que este
factor tiene la capacudad para movnllzar celulas semlnales Ly »progemtoras

hematopoyetlcas hacxa :

muy cerca de la reglo
separacion), con el cual ¢

comprende 5 exones'y

~.codifica . para una gln
cular de 15-25 KDa.:La:lL-
prmcnpalmente a través ‘

aminoacidos con un pes

globular muy glicosilad

acetilgalactosamina y envé a: ‘estructura se distinguen 4
importantes para la |nteraccnon con las cadenas beta de su corres ob
receptor (Feng et al, 1996) L

La IL-3 part|0|pa en la regulacion de la producmon de Ia mayoria de Ias

ebadas.

células sanguineas |ncluyendo ‘macréfagos,  megacariocitos, células
eosindfilos, neutrofilos, erutroblastos y precursores de células T.y:B (Hapel et al ‘
1985; Palacios y Stemmetz 1985). La_ fuente natural de este factor plelotroplco
son los linfocitos T ‘activados™(Kelso“y~ Metcalf 1985) y algunas lin eas iy elulares :
como la UCD-144- MLA de celulas T que produce de manera constltutlvaialtos

Estudios !n ,vg_tljo han
diferenciacion /'y ’s

pluripotenciales

En combinacién con otras moléculas como el ligando de CD40, IL-3 puede
estimular la produccion de células dendriticas y mantener el crecimiento de
progenitores de ceélulas B. De igual manera, esta citocina puede afectar
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indirectamente la proliferacion, diferenciacién y funcion(es) de ceélulas mieloides
con un mayor grado: de maduracnon por ejemplo. induciendo Ia expresmn de
cursores de’ macrofagos Yy ademas mcrementando -

‘receptores para M- CSF el
{a actividad fagocmca en macrofagos maduros (Chen et al 1988) Se ha postulado
que [L-3 y GM- CSF tlenenv ‘actividades blologxcas sn'nllares "sm embargo se ha -
demostrado que lL—3‘ nduce Ia prolnferacnén de progemtores hematopoyetlcos mas’ '

1986) ‘de tal forma que
la hematopo

a; regulacnon de’

la generacmn de células cebadas tnpo

5 :'mfoxdes da por resultado

1998) Po suv arte la Ilberaclon SIStemlca de/ esta citocin

bazo, asu como tamblen ‘se observa mcre entofen el nimero de

a 7 en. Ia reglon 7q1 1=
S 98‘6) La protelna es’
de 166 aminoacidos de los cuales'v27 c _enal y los’ restantes
son la proteina nativa. Estudlos stcoq Am )S! ,e esta citocina tlene un
gran contenido de alfa hélices en su estructura y ‘ademas contiene 4 residuos de
cisteina (posiciones 7, 29, 33 y 161) que forman dos puentes disulfuro (Wen et al,

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

disulfuro también son caracteristicos de Ios factores GM CSF G- CSF e lL—3 La
B puede varlar

protema tlene un P so molecular aproxxmado”de 36 ‘KDay auque

dependlendo del grado de gllcosulacnon

et al 1988) Otro organo en donde'

La EF’O -es
erltroblastos Estas
maduros -CFU E
formar"c‘olonl

de los. erltrocnos la EF’O puede smerglzar con

(Goldwasser 1984)

de esta cntocma esta regulada por los

iperoxia:en:donde esta.disminuye. Debndo,'

una mayor produccnon de la mlsma ‘re
a que la erltropoyetlna es un factor mltogen‘ ,y‘de obrevivencia;:su produccnon es
constitutiva y siempre se le puede detectar en el plasma- (Splvak Yy Hogans 1987)
Un aspecto importante de esta citocina, es la regulacion de su expresion en
procesos de respuesta inflamatoria crénica y neoplasmas, los cuales comunmente
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se asocian con anemia. Asi, citocinas inflamatorias como IL-1, TNF-a y TGF-3
inhiben ta produccnén de EPO mlentras que |l. 6 e. lFN'y no tlenen este efecto

(Jelkmann et al
Por ultlbm

para; correglr !

en enfermedades Vrenale's’ severas con muy buenos'
resultados (Eschbach ot al 1987 y 1989) 3 e

3.9 Factor de necrosus tumoral-alypha
: El gene ‘del TNF-a tiene un tamano e 3:6 kb'y se localiza en: el cromosoma

6 entre las bandas p23 y q12; esta ublcado a:;210  kbide
complejo ‘mayor de hlstocompatlblhdad HLA-B (Ned\

‘locus del gene del

33-ammoac1dos que
Cuando la celula es -
péptldo ‘de 76

codifica en primera instancia, para una proteina mmad
puede anclarse a la membrana y conservar su bloa

_actlvada la proteina se procesa mediante un corte quevge
residuos y el TNF-oo maduro se libera (Fiers, 1991) e

ucnda 'prlncxpalmente por

El TNF-o« es una gllcoprotelna de 17 kDa p

lipopolisacaridos (LPS) (Chen et al, 1985)‘ o

cual incluye el CD-95, los receptores TRAIL DR3entre: otros (Ashkenaz Y Dlxut :

receptor, se ha observado que esta lmpllcado en la respuesta prollferatlva del
TNF-a (Smith et al, 1994).
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A pesar de que el TNF-c se describid originalmente como un inhibidor del
crecimiento de células  eritroides v granulocmcas “induce  con GM-CSF la
generacion de células’ dendr' cas Coopera “con”IL=3"en ~el reclutamiento  de -
progenitores prlmltlv_o':‘ (Caux,‘et,,al ;1990 1992 y 1993) '
: bservado un efecto estimulador en células progenitoras, se

"TNF-a participa en la inhibicion de la

Aunque se :

ha demostradon que

hematopoye5|s normal a dlsmlnulr la:expresion de receptores para G-CSF-sobre
la superf‘c:e de Ias celu'las hematopoyetlcas (Elbaz et al, 1991a) vy a su vez
estimula - .el~‘cre<:|m1ento’, del clon leucémico  al incrementar la expresvié'n ‘dé
receptorés para IL-3 y GM- CSF (Elbaz et al, 1991b). Incluso, existen reportes que'

evidencian la secrecién de TNF-a por parte de las células Ieucemlcas (Murohashl

et al, 1989). Al respecto, se han realizado estudios en cultivos de: medula osea a;

leucémica (Mayani et al, 1992a).

las bacterias, hongos

el ataque de agentes patdégenos como :
infecciones virales. Con respecto a su participacion en’ Ios procesos de’
carcinogénesis, se le ha involucrado en respuestas contrarlas a5| por ejem”lo se
ha demostrado que es capaz de bloquear los procesos ‘de tumorngenesns y
metastasis (Lejeune et al, 1998), sin embargo hay publlcaCIones que mdlcan que
ratones deficientes en la produccién de TNF, son. resxstentes al’ cancer de piel '

(Moore et al, 1999), de ahi que la funcidn de este factor en el desarrollo -del

cancer, aun esta en dISCUSIOFI

4. Alteraciones en el. snstema hematopoyetlco o )
elulas;sangumeas es un: proceso en el cual partlcnpan

La formamon de la:
diversos mecamsm s_fn, mente regulados sm emby rgo cuando se presentan
alteraciones puede traer . por consecuencia el desarrollo de diferentes

enfermedades hematologicas, en las cuales existen modificaciones cuantitativas y

funcionales en las poblaciones de células hematopoyéticas.




28

De manera general, podemos agrupar a las enfermedades hematologicas

de acuerdo ‘a’la produccxon .de las células sangumeas Asi. ‘encontramos
enfermedades como la anemla aplastlca que se caracterlzan por' una dlsmlnucnon o

en los mveles de celulas en la sangre perlferlca y en la medula osea, al’parecer

1985).
POF,

al,

Flgueroa et aI 2002) Se ha enc\

las ceélulas seminales o

Jacobs, 1991). Asi, Ios mecam

(Fialkow et al, 1981)

De acuerdo a | >mias mieloides. se

de bléstos en sangre

periférica y mas del 30% en Ia medula osea (Catovsky, 1991) b) cronicas, con
menos del 5% de blastos en sangre perlférlca e igual cantidad en médula osea,
pero con un elevado numero de formas intermedias de maduraciéon (Dreazen,
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1988). En las siguientes secciones hablaremos de la leucemia mieloide aguda,
que es una de las enfermedades hematologlcas mas agresnvas Yy que en la

mayorla de I6s casos tiene consecuencias: fatales

k torno clonal orlglnado por la
EI |mcno vy la_progresiéon

transformacnon de una célula hematopoyetxca ]
de dlcha transformaclon lnvolucran una serle de: camblos moleculares y celulares,

que traen consngo alteracnones a dlstlntos,nlveles del snstema hematopoyético,
dando’ como resuitado un cuadro patoléglco complejo y.severo. Un aspecto
|mportante en el estudio de este tlpo de lelcemia; es’ que durante los uiltimos anos
han cambiado los conceptos acerca. de su blologla lyo cual se debe en gran
medida . a los avances sngnlfcatlvos ‘en ';‘Ia‘ identificacion, purificacion vy
caracterizacion de las células’ hematopoyetlcas prlrnmvas en las que se origina. A
continuacién presentaremos .un- panorama,‘ de -dichos. conceptos que han

modificado la concepcién de esta enfermedad

5.1 Aspectos clinicos .
Para poder dlagnostlcar a Ia LMA ‘es necesario-en: prlmera |nstancna el

analisis morfoldgico de preparamones ‘celulares tanto de sangre perlferlca como de;
meédula ésea. De hecho, Ia presencxa de >30% de blastos en medula osea es unk

criterio necesario para el dlagnostlco definitivo de esta enferm‘

manera el analisis de. Ias celulas' por microscopia electromca
estudios de marcadores de superflcte y citogenéticos, pueden dar
1991) Clinicamente, la LMA es ‘una

mas  preciso (Catovsky,
heterogenea que comprende una, gran variedad de su’b‘tip‘o's
1985; Tabla 2)‘ Lo ‘es. 'sin  duda, resultado. de' Ia

complejldad enisu

de glébulos I’OJOS \% por consecuencna desarrolla el sindrome anémico. De igual
manera, también hay dlsmlnumones en los neutréfilos de sangre periférica, lo que
provoca que los pacientes hospeden facilmente infecciones, la mayoria (mas del




TABLA 2
Clasificacion de la LMA segun el grupo FAB*
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Mo

M1

M2

M3

M4

M4aeo

MS5a

M5b

M6

M7

Leucemia indiferenciada
>90% de blastos :
Mieloperoxidasa citoplasmica positiva, CD13/33 positivo

Mieloblastica sin maduracion
>90% de blastos
>3% positivas para myeloperoxidasa o Sudan: negro
10% de granulocitos o monocitos en proceso de maduracion

Mieloblastica con maduracion
30-90% de blastos

>10% de células granulociticas
<20% de células monociticas

Promielocitica
Promielocitos anormales con granulamon densa -
Presencia de bastones de Auer ‘

Mielomonocitica
>30% de blastos
>20% pero <80% de celulas monocntlcas

Mielomonocitica
Eosindfilos anormales posmvos para cloroacetato 'y PAS

>5% de eosinofilos

Monoblastica
>80% de monoblastos
<20% de células granuloc:tlcas

MonoblasttcaIPromonocmca
<80% de monoblastos < .
<20% de células: granuloc[tlcas

Eritroleucemia SR
>50% de células eri roc;itzcas
30% de blastos no eri ides granulares o agranulares

Megacarnoblastlca :
>30% de megacanoblastos aa

e Grupo Cooperativo Franco-Americano- Brltanlco
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80%) causadas por bacterias, lo que agrava aun mas los sindromes anémicos.
Otra complncacnon es: la”»tro’m}bocitopenia ‘que ~ se " manifiesta’ con’ 'graves

hemorraglas e X
presentan al

COS'
desarrolio- de la enferme ac

leucocitos’ normales Asn el reglmen de medicamentos en estos pacnente
los:: antibioticos . de © antraciclina (daunorubicina, idarubicina -y etopo‘ do) y
arabinosidos de citosina (cytarabina), los cuales son drogas cntotoxncas ‘
para eliminar el exceso de células malignas (Preisler et al, 1987;: :
1988). Con el uso de estos farmacos se ha encontrado que entr €
los pacientes entran en remisiéon completa, ‘pero.el 75%: de ello )
consecuencias fatales, constltuyendo asi una de las. leucemla
(Sebban et al, 1988). . . ) R

Con respecto a la recuperacuén de Ias cuentas Ieucocntarl
fecnmlento como el GM ‘C

la administraciéon de factores d,e

activa del ciclo celular, lo cual aumenta la acthldad antl Ieucemlca de 'as drogas

citotoxicas (Reuter et al 1994)

5.2 Origen clonal de laLMA . .

Actualmente existe controversna acerca de la |dentldad de Ia(s) celula(s) en
la(s) que ocurre la transformacion que da lugar a. la enfermedad Un prlmer modelo
mucho tlempo fue conS|derado como la

s:que’ esta puede surglr en distintas

propuesto a. este respecto, y. que pw
vision : general ‘sobre el origen . de la LMA i
poblaciones de células hematopoyetlcas (Grlff‘n \ Lowenberg, 1986; Fialkow et al,
1981). El estadio de maduracidén y el grado de compromiso de dichas poblaciones
hacia un linaje especifico, es lo qUe determina que Ila patologia tenga
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manifestaciones particulares y que clinicamente sea clasificada dentro de alguna
de las 8 categorias descritas (MO . — M7). Por ejemplo, de acuerdo a este modelo,
la LMA- M1 se orlglnana en una- ‘poblacion-celular-mas pnmltlva que: Ia LMA:M3.
Igualmente sngunendo este modelo. la LMA M5 se ongmarna en u
monocitico, mlentras que la LMA M6 en un progenitor erltr0|de (Flgura 3

: Un segundo. modelo: ha sido propuesto mas rec:entemente eI cu
la: posnbmdad de que, en todos los casos (MO —M7), la LMA se orlgln
misma poblacion de celulas hematopoyéticas primitivas, con el |nmu » tip
Cb34+ CD38-Lin- (Haase ‘et al. 1995; Mehrotra et al, 1995); sm embargo
dependlendo de la naturaleza de las alteraciones genetlcas que se prese

'progemtor

vez, determinara sus caracteristicas clinicas (Figura 4). La mayor
estudios reportados en los ultimos 5 afos, en los que se hai”
subpoblaciones celulares enriquecidas, apoyan este segundo modelo es' ecnr
que en todos los casos de LMA, la enfermad tiene su orlgen en la: poblacnon de :
células CD34+ CD38- Lin- (Dick, 1999). )

Es importante mencionar, sin embargo, que"'ex‘is‘te (al menos) ‘una
excepcion a este ultimo modelo: La LMA M3 (Leucemla Promlelocntlca LPM) Este
tipo de leucemia esta caracterizada por.la expresxon del gene qunmenco PML-
RARa, una proteina quimérica producto de la t(‘15 17) que actua ‘como represor
transcripcional. En un estudio reahzado por Turhan y colaboradores (Turhan et al,
1995), se observd que las células CD34+ CD38- (que mcluyen a las células
seminales y a los progemtores mas mmaduros) de pa

trabajado con :

expresaban el gene quimérico,: muentras que la pob de progenltores

hematopoyéticos intermedios 'y maduros CD34+ CD38+ s Io expresaba lo que

apoya la idea de que en este tlpo partlcular de LMA. Ia Ieu ‘emla se orlglna en una
atopoyetlcos Y prometldos a un linaje

subpoblacién de progenltores yh
especifico y con cierto grado: de maduracxon

TESIS COM
FALLE oo
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‘CELULA SEMINAL MIELOIDE | MO

o M1 |
CELULAS MIELOIDES INDIFERENCIADAS

M4
PROGENITOR MIELOMONOCITICO

M2
MIELOBLASTOS
M6 ‘M5 M7
ERITROBLASTOS® MONOBLASTOS MEGACARIOBLASTOS
M3

PROMIELOCITOS

la: LMA.
poblamones celulares (con dlstlnto [

transformacién que origina

origine (MO- M7) Tomado de Montesmos y Mayan 2002




MO

M1

-

A -

@ -

~diC 7

CD34+ CD38- LIN- \;' @ e
~ @

M7

FIGURA 4. Modelo actual del origen de la LMA. En todos los casos de:LMA;: la
transformamon neoplasnca ocurre en la poblacién de células seminales: (CD34+,
CD38- lin-); sin embargo dependxendo del tipo de alteraciones moleculares que sef[
presenten (A - G), sera: el subtlpo de LMA que se desarrolle. La unlca excepmon

que parece  existir’ es‘: Ia’ ‘eucerma promxelocntlca (LMA-M3)," Ia que la

transformacion parece ocurrlr en celulas progenitoras granulocxtlcas y no en

células seminales. Tomado de Montesmos 4 Mayanl 2002.
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FALLA DR ¢




W
W

5.3 Jerarquia hematopoyética en la LMA
Algunos estudios de prohferacnon celular basados enla mcorporacnon de 3H-
'ontrarlo ar“lo que se pensaba -en- a: poblacnon der

timidina, demostraron’ que

células leucémicas solamente una
sintetizando ADN de maner

posteriores comprobaron que dlch
1978) y.que la poblacuon de celulas Ieucemlcas

ensayo de colonias (Minden® et al
es biologicamente heterogenea a pesar de su homogeneldad morfologlca (Grlffm y
Lowenberg, 1986). i .

Los experimentos en cultlvos semisdlidos han establecndo que 0.1 a 1% de

los blastos de LMA son capaces de formar colonias in vitro y por lo tanto se
pueden considerar como células progenitoras dentro de la poblacién de células
transformadas (Metcalf, 1977). Es importante destacar que dichos progenitores
leucémicos son incapaces de mantener niveles elevados en cultivos tipo Dexter
(en presencia de estroma medular desarrollado in vitro) (Coulombel et al, 1985;
Mayani et al, 1991). E! analisis inmunofenotipico confirmé que los blastos
incapaces de formar colonias presentan marcadores de mayor diferenciacion que
las células formadoras de colonias in vitro (Léwenberg y Bauman, 1985). Con
estos resultados se demostrd que, al igual que en la hematopoyesis normail, la
mayoria de las ceélulas leucémicas se originan de una pequena poblacion de
progenitores (UFC-LMA) con una elevada actividad proliferativa (Figura 5).

Dado que para la deteccion de progenitores hematopoyéticos primitivos de
meédula 6ésea normal se utilizaron perlodos prolongados de cultivo en presencna de
una capa de estroma, este mismo sistema’ de cultivo se aplico para |dent|f|carg'
células capaces de mantener la leucemia in wtro a largo plazo Sin embargo como‘

presencia de una combinacion de cntocnnas recomblnantes. De esta manera ‘»‘fue'
posible identificar una subpoblacion de células progenitoras Ieucemlcas. presentes
en muy baja frecuencia y con un alto potencial proliferativo (células iniciadoras de
cultivos en suspension; SC-IC por sus siglas en inglés) que dan lugar a la
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’®\ UFC-LMA
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FIGURA 5. Esquema de los compartimentos en la hematopoyes:s Ieucemlcar
Al igual que en la hematopoyesis normal, el sistema hematopoyetlco ‘de pamentes
con LMA esta constituido por diferentes compartimentos. SL-IC celulbas mcnadoras
de la leucemia en ratones SCID; SC-IC, células mxcuadoras '
cultivos en suspension; CFC-LMA, ceélulas formadoras de’ ¢c_>lo
LMA. En esta patologia, las celulas terminales correspor{d‘é
ceélulas maduras. Tomado de Montesinos y Mayani.-‘2002:?

BLASTOS

s en: cultlvo de
..‘blastos y no a

TESIS Con
FALLA DE ORIGEY
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formacién de UFC-LMA (Sutherland et al, 1996). Estas células expresan el
antngeno CDS4 pero no expresan Ios antlgenos CD45RA CD71 y CDQO (Blalr et

a medula oOsea y

ammales dado que estas celulas son capayces de dmgurs i
prollferar en respuesta al tratamlento con cntocmas dando por resultado un patron
de diseminacion y morfologla celular Ieucemlca muy snmllar ala observada en los
pacientes (Lapidot et al, 1994) Las células capaces: de orlglnar la hematopoyesxs
leucémica en este modelo han sido denominadas como células iniciadoras de la
leucemia en ratones SCID (SL-IC, por sus siglas:en inglés). El analisis de dilucion
limitante demostré que la frecuencia de estas células en la sangre periférica de los
pacientes con LMA, es 1000 veces menor que las UFC-LMA, detectandose una
célula por cada 250,000 células de médula désea. Es importante senalar que en
este mismo estudio se encontrd que el transplante de una subpoblacién mas
madura (CD34+ CD38+), la cual conte_nia I;a mayoria de las UFC-LMA,
no desarrolld leucemia. '

Tomando en consideracion todas: Ias evudencnas anteriores, se ha propuesto
que, al igual que en la hematopoyes:s normal el ststema hematopoyético de
pacientes con LMA esta organlzado en forma'erérqwca ‘(Figura 5). Es decir, las
células leucémicas terminales (blastos) provnenen de una subpoblacion de células
progenitoras (UFC-LMA), cuyo mmunofenotlpo es CD34+ CD38+. Estas, a su vez,
provienen de una subpoblaciéon todavia mas pequefa, constltmda por celulas
CD34+ CD38-, las cuales incluyen células capaces de iniciar la hematopoyeSIS'
leucémica tanto in vitro (SC-1C) como in vivo (SL-IC). B

Es importante destacar que el estudio dela subpoblacnon de:.c ulas‘ CD34
CD38" de pacientes con LMA ha permitido entender aspectos ndamentales
acerca de la biologia de esta enfermedad. Por ejemplo. elk grupo de‘CostelIo Yy
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 mas utilizados en el tratamiento de la LMA. Ademas, expresan
niveles elevados de los genes mip.y Irp, involucrados en la resistencia a diversos
farmacos.’ Por otra- parte; dlcha subpoblacion  celular expresa bajos niveles. del
receptor Fas, porlo que es poco propensa a la apoptosis mducnda por el Ilgando

de Fas. Estos autores’ también observaron que estas celulas
inmunogenicidad reducida, lo que podria explicar que: el- snstema mmune no ‘'sea

capaz de reconocerlas y eliminarlas en forma eflcnente._'” L

Una proporcion significativa de estas células se encuent'r:a 'generalrhente en
la fase Go del ciclo celular (Dick, 1999). Esto también explica
altamente resistente a drogas antineoplasicas, cuyo mecanlsmo

a el q‘ue sea

'e acmon se
centra en la inhibicion de la divisiéon celular. v ’
Finalmente, es interesante seralar que, al menos al nivel de las UFC-LMA,
no sekhalogr'ado demostrar que éstas posean una tasa de proliferacién superior a
la observada' en células hematopoyéticas normales (Metcalf, 1977). Lo anterior

parece“indicar que la acumulacidn de blastos en la médula osea de estos
pacierit‘ess‘e' 'debe. principalmente, a un bloqueo en los mecanismos de apoptosis,
lo que concuerda .con el estudio de Costello (Costello et al, 2000).

5.4 Patfoh'es de‘.éfei:imiento en cultivos de médula 6sea a largo plazo tipo
Dexter =+ :

De Ios dlferentes sxstemas experimentales in vitro que se han establecido
para el cultlvo de células hematopoyetlcas el sistema tipo°Dexter o de meédula
osea a largo plazo. es el que mas similitudes presenta .con respecto a las
condiciones in vivo. Este S|stema se basa en el desarrollo de una capa de células
adherentes, constituida »por diferentes poblacnones de células estromales

(fibroblastos, macréfagos, — adipocitos y células. endotellales) las cuales

proporcionan las condiciones necesarias para la: prollferamoh y.diferenciacion .a
largo plazo (>12 semanas) de las células hematopoyetlcas primitivas - (Dexter et -al,
1977). Las células estromales producen una -gran: varledad de citocinas, tanto
estimuladoras como inhibidoras de la hematopoyesis, asi 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 meédula 6sea de pacientes con LMA son cultivadas en

este sistema, ocurre un hecho muy interesante.. Los progenltores Ieucemxcos -
. cultivos -

identificados ~ por~la morfologia de ~las~ colonias=- desarrolladas en

semisodlidos y por marcadores moleculares- son elxmmados en forma espontanea
1 ‘los criterios

mientras que los progenitores normales —identificados: de ac
mencionados- permanecen en cultivo por periodos mas- Iargos (Coulombel et al,
1985; Mayani et al, 1991). Estas observaciones evndentemente mdlcan que el
comportamiento de las ceélulas leucémicas in vitro es totalmente distinto al
observado in vivo, en donde existe un amplio predominio de .la clona neoplasica.
Hasta el momento, no esta claro a qué se debe la “"desaparicion” de las células
leucémicas en cultivo. Por un lado, es posible que el sistema tipo Dexter carezca
de algun factor o factores, que sea(n) necesarios para el desarrollo de las células
neoplasicas; por otro lado, pudiera ser que en este sistema se esté produciendo
alguna molécula que inhiba en forma selectiva a dichas céluias.

Aun cuando no se conoce con exactitud la razon de dicho comportamiento,
el hecho de que en este sistema de cultivo se logre la eliminacion selectiva de
céluias leucémicas, sin alterar -al menos en forma aparente- a las ceélulas
normales, ha llevado a diferentes grupos de investigacion a aplicar este sistema
en la clinica. En efecto, el propio grupo de Michael Dexter, en Manchester,
Inglaterra, ha llevado a cabo mas de 30 trasplantes autdlogos de médula dsea, en
pacientes con LMA, empleando este sistema de cultivo como meétodo para eliminar
a las células leucémicas (Chang et al, 1989). Lbs resultados reportados han sido
bastante favorables, aun cuando la metoc!ql_org'ia_:iniherehte al sistema lo hace poco

practico para su aplicacion en forma mas arnpjia y.rutinaria.

5.5 Participacion de las citocinas en la:Ll\\(IVA‘ o . _

Como hemos mencionado la’ LMA se caracteriza por la acumulacién de
células mieloides transformadas que: permanecen en ‘un estado de dlferencxaCIon
especifico y que no son capaces de concluur su. proceso de maduracnon 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 proliferacion y diferenciacion celular (Sawyers et al, 1991),
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debido a que los genes afectados codifican para proteinas relacionadas con estos
procesos. Estas proteinas se pueden clasificar en- cuatro categoriaS‘ citocinas

hematopoyéticas "(CH), receptores para Ias'CH transductores de senalesf

citoplasmicas 'y factores de trascnpcron (Cantley et al
participan de manera conjunta para completar el
leucémica (Hunter, 1991). En este proceso de transfo
las ceélulas leucémicas, las ‘CH Juegan un - papel
participan en la induccion de la prollferacnon a traves de
autocrinos (Miyauchi et al, 1987; Oster: et al, 1989)
Se ha demostrado que las citocinas GM-CSF, G:CSF. A
inducir la respuesta proliferativa de las células: de LMA_e‘ cultlvos semisélidos y
en experimentos de sintesis de DNA (Delwel et al '1988)“ Por su parte el SCF
incrementa el efecto inductor de estos tres factores sobre LMA in vitro (Budel et al,
1993) y ademas en combinaciéon.con PIXY 321, una protema de fusion 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 proliferacion celular
de LMA en combinaciéon con GM-CSF o G-CSF (Lisovsky et al, 1996) Otras
=1y - 5 lL- k-

s paracrinos o.

-3:son capaces de

citocinas que se han reportado como inductoras de LMA son I
11, EPO, M-CSF y TNF (Delwel et al, 1988; Motoji:-et al
1992; Birkenkamp et al, 1999; Kimura et al, 1999). .

Un aspecto interesante de mencionar es que no e)&ié k
efecto de las citocinas y las variedades de LMA, asi. por e
M5 (monoblastica) no responde de manera preferen ‘
manera los subtipos LMA-M2, M3 y M4 con caracterlstlca'
granulocitico no son estimuladas especificamente pd
1987; Delwel et al, 1988). Mas aun el efecto estnmulador d
especifica para la produccidon de plaquetas, . no. esta restrlnglda para:la LMA- M7
(morfologia megacarioblastica) y es capaz de xnducnr Ia proluferacnon de ylferehtes
subtipos de LMA (Tokunaga, 2000). ' ‘

Algunos factores no afectan directamente la proliferacion de las células

PO “citocina i

leucémicas, sin embargo pueden aumentar o disminuir el estimulo de otras
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citoéinas cuando se presentan de manera conjunta. Asi, el TNF en combinacion
con GM-CSF o IL-3 provoca. un efecto sinergistico (Salem et _al. 1990), aunque en
presencia-de - G:CSF-se‘inhibe la proliferacion de:las células,-dado que_.el TNF.es...
capaz de inducir la ruptura proteolitica del receptor para este factor (Elbaz et al,
1991a); contrario a este efecto es el incremento en Iér"expreéién de feceptores
para GM-CSF e IL-3 en las células leucémicas inducido p'o'f'TNF (E'Iba;zfet al;
1991b). Por su parte el SCF puede sinergizar con IL-3, GM-CSF y G-CSF; peyrc"> snn
incrementar los receptores para estas citocinas (Budel et al, 1993); .este’
mecanismo al parecer esta relacionado con una activacion sinergisfica' dé'
segundos mensajeros que participan en la trasducciéon de sefiales de prol:feracuon'
como la proteina cinasa C (Caceres-Cortés et al, 1992). e o :
Si bien las ceélulas leucémicas responden a la adicion de c:tocmas en“f
cultivo, también se ha observado una proliferacién espontanea resultado de
mecanismos autécrinos (Young y Griffin, 1986; Murohashi et al, 1989; Rellly et al, :
1989; Bradbury et al, 1990). Los blastos de LMA pueden producir in vitro GM-CSF,
G-CSF, M-CSF, IL-1f, IL-6 y TNF (Oster et al, 1989; Delwel et al, 1889). En Ve,ste_
mecanismo, la estimulacion puede ser directa o indirecta, asi por ejem‘plo‘ para:
GM-CSF, G-CSF y M-CSF la actividad inductora es directa y a traves vde la
activacion de sus receptores en la membrana de los blastos. En contraparte’

puede inducir la producciéon y liberacion de varios factores (Oster e {
Delwel et al, 1990; Bradbury et al, 1990), incluso de la misma IL-1 con o cual se g
mantiene la estimulacion autdcrina (Oster et al, 1289;: Delwe et:a N
puede ejercer efectos similares, auque de manera menos frec
sefnalar que se han realizado estudios en donde se’ rela on: 1
auténomo in vitro, con un matl prondstico de los- pamentes (Lowenberg et aI 1993)
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Hoy en dia, la LMA es una enfermedad muy agreswa que a corto plazo

resulta fatal. En Ios anos 707la sobrevida“a’ 5 afos’ en’ este tipo de- pacxentes era
mlento el

del 15%. Actualmente y gramas a los avances en’ su dlagn Stl
perlodo de sobrev:da a 5 afios se ha mcrementado stgmflcatl

te} sin embyargo"

contmua siendo bajo (apenas del 40%). ;
Un aspecto muy importante en el entendimiento: de Ia enferme ad,ha s:do el

determinar que la poblacion de células leucémicas no es. homo e ,a\; como se
pensaba y que existe una jerarquia celular similar a la presente en el sistema
hematopoyético normal. A partir de estos hallazgos, se puede decnr que todas las
células leucémicas provienen de una poblaciéon muy prlmmva.vla_cual resulta ser la
responsable de mantener |la produccion constante de los biastos transformados
(Figura 4). Debido a lo  anterior, es necesaria la caracterizacion de las
subpoblaciones leucémicas primitivas, para poder entender con mayor
profundidad la biologia de este padecimiento y asi poder implementar terapias
mas 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 requneren de"' u presencna
para proliferar. Sin embargo, el efecto de las citocinas se ha observédo"en la'

poblacion de blastos leucémicos con un mayor grado de maduracxon 0 se
conoce su participacion en las subpoblaciones leucémicas mas prlmmvas : lo,"'c'ualy
seria de gran importancia dado que en realidad son estas celulas Ias ‘ ue generan
la leucemia. En este estudio se evaluaron tres aspectos del efectdde distintas

combinaciones de citocinas hematopoyeticas sobre  las CPH provenlentes de
pacientes con LMA. S

‘ 1) Estudiamos el efecto del GM-CSF en la proliferacic’)h y expénsién de CPH
de LMA, en un sistema que reproduce las condiciones présentes en la médula
osea de'los pacientes (LTBMC). 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 recuperacion en ellos,
también se ha detectado que presentan recaidas con mayor frecuencia, debido a
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ello, resulta importante conocer cual es el efecto de este factor sobre los

progenitores leucemicos.
2)” Estidiamos’ 1os potenciales de proliferacion "y expansion “de“dos ™

subpoblaciones de CPH provenientes de pacientes con LMA, en presenciar de
diferentes combinaciones de citocinas en cultivos liquidos en suspension 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 Ibs
progenitores leucémicos. -

3) Una de las citocinas incrementadas en LTBMC en LMA es el TNF-«, el
cual se ha demostrado, favorece el crecimiento de los blastos leucémicos e'inhibe :
la proliferacion de las células hematopoyéticas normales (Elbaz et al, 199;1 b;
Mayani et al, 1992a), debido a ello su participacion en el desarrollo-.de ‘la'
enfermedad parece ser importante. El efecto del TNF-« sobre los blastos
transformados, ha sido descrito en células mononucleares totales, sin embargo',y‘iho :
se sabe si las células progenitoras responden de igual manera a este factior.' 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 e e L

Evaluar la parthlpacnon de algunas citocinas hematopoyetlcas en Ia prollferamon y

expansnon : in" vitro~ de’ . diferentes subpoblacuones de celulas prlmmvas

hematopoyetlcas de pacientes con leucemia muelonde aguda

2. - OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar el efecto de rhGM-CSF en la prollferacuon y expansnon de
progenitores hematopoyeéticos provenientes de pamentes con LMA en cultlvos
de meédula dsea a largo plazo (LTBMC). ‘ -

1.1 Determinar la cinética de proliferaciéon: de celula

hematopoyetlcas
provenientes de pacientes con LMA en LTBMC en presencua y usencna de’
rhGM-CSF. -

1.2 Determinar la cinética de expansuon de progen ores hematopoyetlcos'

provenientes de pacientes con LMA en I_TBMC'" n: presencna y'bausenma de
rhGM-CSF. -

2. Determinar el efecto de d|ferentes [of mbln ciones de cutocunas enla

proliferacion 'y expansnon de progenltor S hemétopoyetlcos partlendo de

subpoblaciones obtenidas - medl ".de separamon‘ ‘
inmunomagneética para enriquecer en as CD34+ lln— Y CD34+ CD38- Im-
provenientes de pacientes con LMA y o
2.1 Determinar las cinéticas de prollf‘ 'é
enriquecidas en presencta ¢
recombinantes. -

2.2Determinar el efecto del: TNF tet e a prohferacnon =Y expansnon de las:

subpoblaciones enrlquemdas e ‘p e encna de las d|ferentes combmamones
de citocinas recomblnantes : 3 .




VI. METODOLOGIA

1. Pacientes y obtencidn de las muestras. Se colectaron aspirados de
meédula ésea de 24 pacientes con el diagnodstico mmunocntomorfologlco de LMA™™
que ingresaron al Servicio de Hematologia del Hospital ‘de’ Espemalldades del
CMNSXXI| (IMSS) y al Servicio de Hematologia del Hoqutal,Genera de’ Meklco '
(SSA). Todos ellos se encontraban libres de tratamientd ,fl’éxmbién se utiliz’é’yro'n"'
como controles muestras de médula dsea de sujetos sanos (donadores de: médula :

2. Obtencion de células mononucleares ' ‘La muestr: de medula ‘osea.
heparinizada fue centrifugada para obtener: la capa de células nucleadas ("buffy
coat”). Dichas células se resuspendieron en PBS Yy se Ilevaron a un gradiente de
densidad (Ficoll-Paque Plus; densidad <1.:077-:g/ml). Las células mononucleares
(CMN) de baja densidad se resuspehdiéfohven IMDM (del inglés, Iscove's Modified
Dulbecco’'s Medium) suplementado con 2% de suero fetal bovino (Ste‘mCeII
Tecnologies Inc., Vancouver, BC, Canada). Se determind el nimero total ’dye,
células mononucleares viables mediante conteo con hemocitémetro y utllnzando Ia

solucion de Turck y el colorante azul de tripano.
3. Ensayo de colonias. La evaluacion de expansion celular se reahzo

mediante la identificacion Y cuantificacion. de progenltores hematopoyetlcos :
empleando cultivos semlsohdos en metilcelulosa. El medio de cultivo: consnstlo dej‘

0.9% de metllcelulosa, 30% de suero fetal bovmo 1% de albumlna de suero ;
bovino, 10% M 2- mercaptoethériol 2. mM L- glutamma 50 ng/ml del: factor de b
células seminales (SCF) recombmante humano (rh) 10 ng/mi de xnterleucma 3 rh
(IL-3), 10 ng/ml del factor estlmulador de colonlas de macrofagos y granulocntos rh
(GM-CSF) y 3 U/ml de entropoyetlna rh (EPO) S‘ sembraron 5 x 10* celulas/ml y
se incubaron a 37°C en una atmaésfera de 5% de COs. Las células adherentes y no
adherentes obtenidas de los cultivos a largo plazo fueron cultivadas de esta
numero celular varido dependiendo de las células obtenidas.

manera, pero el
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Después de 14 dias de cuitivo, se contaron las colonias formadas bajo un
microscopio invertido. Las colonias hematopoyéticas se clasificaron de la siguiente
manera: 1) colonias mulitipotenciales, colonias con presencia 'Vde béldlas*mieloides*-
y eritroides; 2) colonias eritroidés. a) CFU-E, colonias pequéﬁas de 20-50-células
hemoglobinizadas y b) BFU-E, colonias de mas de 50 células hemcglob_inizadas:'
3) colonias mieloides, a) CFU-G, colonias  granulogiticas,’ b),CFU'M-’f colonias
macrofagicas, c) CFU-GM, colonias con presencia de grahulocitos y méqréfagos: y
4) UFC-LMA, colonias blasticas identificadas comyo colonias pequéﬁas (10-40

células) y morfologia anormal, las cuales no-.se encuentran en LTBMC de

donadores sanos. Este criterio ha sido prev1amente pubhcado (Coulombel et al,
1985; Mayani et al, 1991). Se considerdé como expansqqn 'lularr’el \un‘crem’entko en
el numero de células capaces de formar colonias. s g . : :
4. Cultivos de médula ésea a largo plazo: tlpo Dext -Pa ‘a establecer
LTBMC las células mononucleares se resuspendleron‘e medlo LTMC (STI,
Vancouver, Canada) a una concentracion de 2.5 x 106 ‘CMN/mI El medlo LTMC .

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 M 'de acido folico, 10% M
2-mercaptoetanol, 2 mM L-glutamina y 10® M de hidrocortisona adicionada al
momento. Las células se cuitivaron en placas de. éulti’v‘ol de 24 pozos y se
incubaron a 37°C y en una atmosfera de 5% de COga.'Después de 3 dias de cultivo -
las células se incubaron a 33°C. Cada 7 diasde‘”cﬁltiVo se'realizé un cambib de
medio, colectando la mitad del sobrenadante icon; celulas en suspensnon y
adicionando la misma cantidad de medio de recxente preparacion. Se: reallzo un,
conteo celular y un ensayo de colonias. A los. dias 21 :35 y 42 de cultivo, ademés
de las células no adherentes se colectaron las celulas adherentes de cult|vos que
se sembraron por dupllcado Las celulas adherentes se despegaron adlClonando a
los cultivos una solucnon de trlpsma al.0.25%' e 'incubando a 37°C durante 10 min.

Postenormentese agregaron 150-pl. de-SFB:para inhibir la accion de la. enzima.
Las células sé resuspehdyieron"en”tIMDM con 2% de SFB 'y se realizd conteo

celular y ensayo de colonias.
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5. Enriquecimiento de células CD34+. Para obtener la poblacion
enriquecida de células CD34+ lin- 'y CD34+ CD38- lin-.a: partir de ”células

mononucleares, se utilizd un snstema de seleccion negatlva StemSepTM (Stem CeII S
‘na' poblac:on

Tecnologies Inc, Vancouver,  Canada: figura 6A). Para’ obtener
enriquecida en células CD34+lin-, las células mononucleares. se colocaron en1: ml

de IMDM al 2% de SFB y se

metalicas (coloide magnético). Para obtener a Ia poblacion CD34+ CD38- se UtlllZO

el mismo coctel, pero adicionado con un  anticuerpo que reconoce a; CD38
Posteriormente se adicionaron 60 ul del colonde magnético y se mcubo durante 15
min. Las células se pasaron a través ‘de una columna de plastico en- presencna de
un magneto y se hizo fluir 8 mi de PBS al’10% de SFB (figura 6B). Las células que
blacion enriquecida en celulas CD34+ lin- o

Hcentrlfugaron a 1300 RPM durante 7 min.

no fueron retenidas en la columna (
CD34+ CD38- lin-) se colectaroh.y [
Finalmente se realizé un conteo célular.‘

6. Obtencion de subpoblaciones celulares en LMA. Para definir a las’
subpoblaciones celulares provenientes de pacientes con LMA que utiliZa'mos en:el-
presente estudio, tomamos en cuenta dos aspectos: a) las células Ieucemlcas,

sistema de seleccién negativa Stem Sep™
en trabajos previos realizados en el laboratorio para el ennquecn(
CD34+lin- y CD34+CD38-lin-, de muestras provenientes'di‘ev
cordon umbilical (Flores-Guzman, 2000) y. también de pato ogl E
como anemia aplasica, sindrome mielodisplasico (Martlne“z-Jaramlllo 2002) y
leucemia mieloide créonica (Chavez-Gonzalez, 2003). Débido a 1o anterior, hemos
definido a las subpoblaciones celulares provenientes de pacientes con LMA en
dos categorias: 1) Subpoblacion I, aquella obtenida mediante el proceso de

que hemos empleado

nera f“(‘\lT*

IJI.I_ > N !
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B .. Adicion del
coctel de
. anticuerpos
. - después
Marcaie | . él colgide
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* magnético
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e céluia  Dextran

Je Anticusipo tetramérico
complejo
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FIGURA 6. Enriquecimiento de células por seleccion negativa. A) El sistema
StemSep'™, esta formado de un’ magneto con una. base de plastico que lo
sostiene. ElI magneto tiene ,una hendidura ‘en donde se coloca la columna de

separacion acondicionada con una malla metalxca En‘ Ia base de |a columna se
Iar B 'A la muestra a

campo magnético; la mezcla.se hace fluir a traves e’l

la suspension celular que sale de ella se cole

enriquecidas). C) Las células que no se requleren

e:marcan.con:-un antlcuerpo

tetramérico, el cual reconoce por uno de Ios fragmentos ‘Fab’ (ant celula),y‘al E

antigeno de llnaje localizado sobre la superf'me de;la me de
mientras que el otro fragmento del anticuerpo (anti- dextran) reconoce a Ia capa de

dextran que recubre a la particula de metal.
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separacidon inmunomagnética para enriquecer en células CD34+lin-; vy 2)
Subpoblacion [l, aquella. obtenida ' mediante " el proceso de . separacion

inmunomagnética para enriquecer en celulas CD34+CD38 lin

7. Inmunocitoquimica. Se |dent|flco a’ las ceAulas que expresan el antlgeno =

CD34 en las poblaciones celulares,’ antes y despues de ser""separadas por

seleccion negativa, a través de mmunocntoqui ni
laminillas con 5 x 10* células, las cuales se fuaro
Posteriormente se utilizé un “Kit" de marcaje y. revelado del antigeno. CD34 (Dako

‘con;; ‘acetona durante“fl mm

En Vision+System, Peroxidasa- DlamlnobenZIdxna DAKO, Denmark)

procedimiento es el siguiente: incubamos a las celulas con una soluc10n de HZOZ'
al 5% para bloquear la peroxidasa mterna (8 mln) Yy posteriormente mcubamos con <

un anticuerpo monoclonal (30 min) que: ‘reconoce al antigeno CD34 (antl CD34
dilucién 1:75). Después agregamos un primer anticuerpo dirigido contra ant: CD34
e incubamos durante 20 min; se adlmono un segundo anticuerpo acoplado a Ia
enzima peroxidasa (que reconoce: al pnmero) y.se incubd durante. 20. mln Se

agrego el sustrato de la enzima 'y se mantuvo Ia reaccion’ durante 10 mln en: la
obscuridad. Finalmente las celulas se tmeron con Hematoxnllna y se’ evaluaron -

200 células por laminilla para obtener el porcentaje de celulas que fueron posmvas

para la reaccion (CD34+). :
8. Cultivos en suspension::

negativa, se resuspendieron en fﬁedlo

Cell Tecnologies, Inc.). La cqrhrj_déncq r e’ cultlvo fue como sngue.‘
o' 12. 5°/o de suero fetal de-

medio aifa suplementado con 12:5%
bovino; 0.2 mM inositol; 20 uM i ‘M 2 mercaptoetanol y-2 uM L-
glutamina. El medio se suplement rentes cbmbmacnones de las siguientes
’ fa'ctor de células seminales (SF, Stem
‘g/ml) interleucina-3 (IL-3, Stem Cell
(IL-6, Stem Cell Tecnologies,’ Inc.;, 10

nia de',macréfagos y granulocitos (GM-CSF,

citocinas recombinantes hematop
Cell Tecnologies, Inc., adiciona
Tecnologies, Inc., 10 ng/ml);:ir
ng/ml); factor estimulador de c :
Molgramostin, Novartis/ScheriVn:g"-'!r-"’lough'.i Ciudad de México, 10 ng/m!); G-CSF
(Stem Cell Tecnologies, Inc., 10 ng/ml) y Eritropoyetina (EPO, Eprex; Johnson &
Jonson, USA, 3 U/ml). Los cultivos control no tuvieron citocinas recombinantes.

Para ello se prepararon

::cuyo,
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En otros experimentos utilizamos el medio de expansion libre de suero

(Stem Span, Stem Cell Tecnologles Inc.), cuya’ composnc:on es: medio eagle

modlflcado" por Isco e ‘_ ‘ntadov kcon ; albumlna de ksuero bovmo (1 %) cpe e

contaron y. ‘se anallzaron para
culttvos secundarios a una conce tr
obtenidas a los dias 5 'y 10"'

progenitores. Al dia 15 se Fnall

determind el niumero de CFC

CFC. Los resultados se presentan como valores de medlana debido a que existen
datos extremos y representa mejor la medida de tendencia central, sin embargo el
analisis de significancia se realizé utilizando los datos obtenidos por experimento y

r—w'r'_—,'(‘vrct /‘.n \T j
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de acuerdo al numero de muestras indicadas de donadores normales y de
pacientes. La significancia estadistica se asumio con valores de P<0.05.




Vil RESULTADOS

Vii.1 Efecto del GM-CSF sobre la cinética de la hematopoyesis en LTBMC

de pacientes con LMA

1. Contenido de progenitores hematopoyéticos en la médula osea. Las
caracteristicas de los pacientes con LMA que se analizaron en esta parte del
estudio, se muestran en la tabla 3.

En las muestras de meédula dsea de donadores sanos se detectaron 408
células progenitoras (células formadoras de colonias, CFC) por cada 10%° CMN. De
esta poblacion de células, el 52.8% fueron progenitores mieloides, el 45.9% fueron
eritroides y el 1.2% fueron multipotenciales. No se FObbs'erv'aron UFC-LMA en
médula normal (Tabla 4). : 5 o

En el caso de las muestras de meédula ésea de: I'oshbacientes con LMA, se
observo una disminucién en el numero de progenltores dado que solo se
detectaron 5 CFC por‘cada 10° CMN, lo cual representa tan solo el 1.2% del

numero observado en la médula normal.

Los progenitores mieloides y erntrondes detectados en las muestras de

médula dsea de los pacientes, fueron tan: sol 5-el 1 3°/ ;y 1% de aquellos obtenidos

en los donadores normales, respectlvamente ,o;hyubo ‘deteccion de progenitores

multipotenciales (Tabla 4).
Las UFC-LMA solamente . se obse

os pacientes, uno con el

subtipo LMA-M2 (paciente 7).y otro co
cuales representan el 14% del total dé;'llo,s

Estos resultados nos indican que:?exj
progenitores hematopoyéticos normales ’e"h
todos los pacientes podemos detectar la pres'

colonias de blastos leucémicos.




53

TABLA 3, Caracteristicas de los pacientes incluidos en esta parte del estudio.

Paciente Edad/ Subtipo Hb Plaquetas Leucocitos Blastos SP Blastos MO

Sexo x10° X10% (%) (%)

1 40/M LMA-MO 10.2 33 40 13 65
2 32/F LMA-M2 11.6 34 2.3 3 84
3 27/M LMA-M2 5.4 92 25 37 50
4 21/F LMA-Mz 6.2 78 4.2 10 35
5 51/M LMA-M2 13.3 6 37.9 35 78
6 18/M LMA-Mz 13.1 32 5.8 3 60
7 18/M LMA-M2 11.4 36 3 14 80
8 25/F LMA-M3 o8 17 6.1 12 30
9 43/F LMA-M4 ' 8.0 29 45.6 28 95
10 37/mM LMA;I\;I4 12.8 21 4.7 2 50
11 2"1 IF IV_MAA-‘M4‘ 7.4 a5 61 26 64
12 17/M LMA-Ma 12 18 21 5 68
13 s6/M - LMA-M4 10 55 7.5 3s 70
14 34/F  LMA-Ma 6.9 ;19   15.5 21 81

M, masculino; F, femenino; Hb, hemoglobina; SP, sangrevperiférica; MO, médula

Osea.

TREIE CO
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TABLA 4. Numero de células progenitoras/10% CMN de médula-6sea de
donadores normales y pacientes con LMA!.

Donador Mieloide Eritroide Multipotencial UFC-LMA

|

H

!

Normal 216 188 5 0 s
(n=10) (106 - 422) (92 - 285) (1 -22) g
LMA 3~ o+ o* 0 1
(n=14) (0 - 68) (0 - 188) (O -64) |

Los valores indicados corresponden a la mediana (valor minimo y maximo) del
numero de donadores indicados.
*Diferencia significativa con los valores de donadores normales.
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2. Cinética de proliferacion de células hematopoyéticas en LTBMC. Se
evaludé el namero celular‘eh"_las fracciones no adherente y adherente de los
‘ T eﬁ:observé una disminucién del ntmero
diféréntes dias de cultivo, hasta alcanzar

LTBMC. En los” donadore
celular en la fraccion no ad er"
el 3.3% del numero mlcna a la sex a-semana (Figura 7). En la fraccion-adherente

el niumero celular practlcamente se mantuvo constante entre las semanas 3y6

(Figura 8). - .
Por su parte en los cultivos provenientes de pacientesbo

una cinética similar a la obtenida en los cultivos normales; Sin
fueron mas bajos a las semanas 3, 4 y 5 dado que se obt@:v"

y 31.6% respectivamente, de aquellos obtenidos en los
diferencias fueron estadisticamente significativas (Figur
ceélulas adherentes, observamos a las semanas 3.y 5"d'
nde 136.2% y

significativa en ndmero con respecto al normal, en dondé
semana 6 de

el 19.3% de los valores de los LTBMC normales mlent as:
8% Flgura 8)

cultivo el numero celular disminuyd a tan solo el

;proluferacnon de celulas ‘m/atopoyéticas

los LTBMC de LMA resulto en un

3. Efecto del rhGM-CSF en
en LTBMC. La adicion de rhGM" S
incremento significativo en-el: numero de celulas no adherentes a Io Iargo de las

diferentes semanas de cultivo. Este incremento fue de 1 .3 a 4.3 veces de los
valores obtenidos en los cultivos: en ausencna de este factor. Sm embargo“ durante

las distintas semanas de cultlvo no se observaron dlferenCIais
numero celular obtenido de los LTBMC de pacientes en presen a

aquellos de donadores sanos.

cultivo. Asi, en los cultlvos en
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FIGURA 7. Cinética de proliferacion de células no adherentes‘Aen‘LT'B_'MC. Los
valores corresponden a las medianas obtenidas de los :cultyivés‘”déidonadores
normales (MON; n=10) y pacientes con LMA en presencna v ausencna de GM CSF
(n=14). La curva de células de pacientes con LMA en. presencua de GM CSF es
significativamente mayor que aquella en ausencia de este. factor, y con respecto a

la de donadores normales no existe diferencia SIgmf'catlva.
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FIGURA 8. Cmetlca de prollferaclon de celulas adherentes en LTBMC Los
valores corresponden a las medlanas obtenldas de los cultlvos de donadores
normales (MON; n=10)y pacnentes con. LMA en: presencta o ausencna de GM CSF
(n=14). La curva de donadores normales es sngmf‘catlvamente mayor que aquellas
de pacientes. No hay diferencias sngmfcatlvas entre ‘las’ curvas de pacuentes en

ausencia o presencia de GM-CSF.
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y un incremento en el name’ro de macrofagos (de 29% a la semana 3 a 563% a la
semana 5) (Tabla 5), mientras que en presencia de: GM- CSF ‘précticamente

se mantuvo el porcentaje dé blastos (de 47% y"750°/o a Ias 3 'y 5 semanas."

de GM-CSF (Figura: 8)
Estos resultados nos’i

ninguno -de  los paciehtes analizados (Tablaf'6).

sin embargo dIChOS progemtores fueron dxsmlnuyendo d_k
cultivo y solo se detectaron hasta la tercera semana. En los cultlvos de Ios otros
pacientes no hubo deteccidon de progenitores leucémicos a lo largo de las

semanas de cultivo.




TABLA 5. Morfologia de las células presentes en la fraccnon no adherente de
los cultivos de pacnentes con LMA_-

Semana Condiciéon Blastos Macréfagos ‘ Granulocitos
Control 51(27-74) E 29(20552) . 15(6-43)
s . R }
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 resuitados representan la mediana (minimo vy méxin'io)'de los:valores-de
experimentos y corresponden al porcentaje del nimero total de celulas

*Diferencia sngmf‘catlva con los cultivos control.
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TABLA 6. Numero de progenitores en LTBMC de donadores normales y
pacientes con LMA.

Semana Progenitor Normal LMA LMA+GM-CSF
(n=10) (n=14) T (A=14)
0 Mieloide - 5400 (2650 - 10550) 75 (0 - 1700) 75 (0 - 1700)
Eritroide 4700 (2300 - 7125) 50 (O - 4700) 50 (O - 4700)
LMA o] 0 (0 =.1600) 0 (0 -'1600)"
1 Mieloide 2836 (1209 - 6100) 34 (0= 262) 0 (0 - 50)
Eritroide 2131 (696 - 5177) 0(0-48) - ~0(0-94)
LMA o 0 (0-39) - 20 (0 -175)
2 Mieloide 902 (449 - 3792) 13(0-68) . 0
Eritroide . 415 (196 - 911) 0(0=14) 00 217).
LMA" : o] 0(0-9) . 17.(0-88)"
3" Mieloide 1132 (204 - 3506) 8(0-32) 0(0-4)
Eritroide - - 147 (21 - 527) 0(0=-5) 0(0-12)
LMA o] 0(0-1) ©.6/(0.-38)
4 Mieloide 322 (47 - 966) 4 (©-12) - ‘0(0:6)
Eritroide . 29 (0 - 116) o - N
LMA = o o -5(0-48)
5* Mi‘eloid‘e' 317 (50 - 1368) 4(0.-18) . 0 (0-7)
Eritroide 8 (0'- 158) o} o}
LMA o] 0 7 (0-18)
6* Mieloide 36 (10 - 108) 0 (0 - 6) )
Eritroide 5 (0 - 16) (o] o
LMA 0 0 11-(0 - 24)

Los resultados representan la mediana (minimo y maximo) de los valores: del

numero indicado de muestras de médula osea.

*En las semanas 3, 5 y 6 el numero 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
LTBMC. La adicion d‘éI_G‘MQC’SF a los cultivos provenientes de pacientes con
LMA, disminuyo el':hi:x‘mje"r’é"aé'br'og'éhito‘re's'Miéldidé‘s"y'eritroides a lo largo del
cultivo; los primeros’ no se detectaron después de’la: semana 5. mientras que los
ultimos después de la tercera semana. Por su parte la adicion de GM-CSF
indujo un incremento. en la deteccion de UFC—LMA. .dado que ‘como'bl';\e‘mos.‘
mencionado al inicio solo se detectaron progenitores leucémicos en loé‘cultivbs dé
dos pacientes, mientras que de la semana 1 a la 5, estos progen:’tores se
detectaron en 10 de los 14 pacientes. A |la sexta semana .de cultlvo solamente se

evaluaron los cultivos de tres pacientes, de los cuales en. dosﬁde ellos ‘se

detectaron progenitores leucémicos (pacientes 6 y 11). : St ;
Estos resultados nos indican que el GM-CSF favorece’ el: C(edimiénto de

progenitores leucemicos en LTBMC de pacientes con LMA...
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6. Discusion

La LMA es una enfermedad que se caracteriza por la presencia de
alteraciones en 0§ mecanismos que regulan la prohferacuon % dlferenmacwn de las
celulas de linaje mieloide, y se origina a partir de anormalldades genetlcas en las
células primitivas hematopoyéticas localizadas en la, medula &sea (Fialkow et al,
1981; Rowley, 1898). E!l estudio in vitro de la b'iologia"de_ la.LMA ha sido de gran
importancia no solamente en el entendimfento de los mecanismos involucrados en k
la patogénesis de la enfermedad, sino tambi’én‘ en el désarrollo de estrategias
terapéuticas para un mejor tratamientd de estos paciehtes. ‘

Uno de los sistemas que se ha utilizadd”afn‘pliémente en este sentido, ha
sido el LTBMC tambieén denomlnado cultlvo tlpo Dexter, el cual permite el
crecimiento de células progenltoras hematopoyetlcas en presencia de una capa de
células estromales que asemejan el mlcroamblente hematopoyetlco de meédula
6sea (Dexter et al, 1977).-Con'la utullzamon de este sistema- experlmental se ha
contribuido a la caracternzacnon de Ias celullas semmales y progemtoras

Schiro et al, 1990; Mayanl, 1996) Asnmlsm

médula dsea (Chang et al, 1989)
Estudios previos han’ demostrad
mediante la adicidn de factore de icreci

favorece el crecii'nvién’t:o‘ d
pacientes con LM, ’
niveles Ieucocntan» . > [e
de rhGM- CSF sobre ,a prohferacton de
provementes de pamentes con LMA. ;

A partir de nuestros resultados’ hemos observado una’
produccion de células nucleadas no adherentes en LTBMC de estos pacientes,
dado que durante las semanas 3, 4 y 5 de cultivo el numero de celulas

isminucién en la
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hematopoyéticas se mantuvo en niveles muy por debajo de los normales,
alcanzando con el maxtmo ‘numero "obtenido tan solo el 31.6% de: los valores
normales’ (dia 35)."La adlcton del ThGM-CSF-incremento: este valor a 85.2%, esto-
indica que la presencia de “este  factor induce “la prolnféracnon de células
hematopoyéticas en LTBMC de pacientes con LMA. Estosvresultados estan:de’
acuerdo con trabajos previos, en los cuales el rhGM-CSF se adiciond a LTBMC de i
sujetos normales (Chérbord et al, 1991) y de pacientesV¢on anemia aplésicé
(Martinez-Jaramillo et al, 1999) y se observd un incremento en el numero de
células nucleadas. ‘

Otro aspecto interesante que observamos se relaciona con la morfologia de
las células presentes en los cultivos. En el caso de los cultivos en ausencia de
dicho factor, se observdé una disminucion en la proporcion de células blés'ticas._
mientras que los macrofagos se incrementaron en proporcion; ambos resUlta’dos‘
estan de acuerdo con trabajos previos (Coulumbel et al, 1985; Mayani et al,- 1 991 )-
Por su parte, con la adicion de rhGM-CSF, la proporcion de blastos leucérhicos se
mantuvo a traveés de todo el periodo de cultivo, lo cual indica. que, eéfa cito‘cina es

capaz de estimular el crecimiento de las células Ieucemlcas en este‘ SIStema

experimental. Este efecto es opuesto al observado en: los cultlvo de LMA en
rcada en’el

presencia de M-CSF, en los cuales se observo una nhlblC n’

crecimiento de las células blasticas con la consecuente gener macréfagos

morfolégicamente maduros (Mayani et al, 1991).

detectaron en 2 de 14 pacuentes Ambas observamones comcnden con resultados
previos (Mayani et al, 1991). Sin embargo a lo Iargo de Ias seis semanas de
cultivo no se detectaron incrementos en el numero de progenitores mieloides y
eritroides, lo cual se contrapone a estudios previos en los cuales se encontraron
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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 caracterlstlca propia de
‘seTpre ente Ia Teapancnon d 3 rogemtores*'

algunos pacnentes con’ LMA en dond
normales ‘en LTBMC sm embargo

e conoce COI'I preCIS|on e|’:_

motivo.

Conla adlc:on del T G observamos una dlsmlnuc1on en eI numero de

progenitores normales-va ‘.lo argo' del “cultivo ‘en’ comparacxon con aquellos en:
ausencia de factor. Estos resultados  se contraponen con Ios obtenldos

previamente en reIacuon al |ncremento en el namero de células nucleadas por‘.
efecto del factor, sin embargo una posibilidad es que el rhGM- CSF estlmule la -
dlferenuacton de las CFC provocando su disminucidon y en consecuencna la.
generacion de células monociticas/macrofagicas y granulociticas, Io cu‘a' en eI‘

cultivo se traduciria en un incremento de las células nucleadas. Este efecto del )

LTBMC provenientes de pacientes con LMA (Mayani et al, 1991).

presencia de este factor, desde la primera semana vy hasta
observaron en 10 de los 14 pacientes analizados. En los cultwos

del linaje monocnto/macrofago e
Varios grupos de |nvest|gac;|on ‘han demostrado que el rhGM- CSF es capaz

de estimular el crecimiento de las células leucémicas, tanto en ensayos
clonogénicos en medio semisdlido, como en cultivos en suspension (Miyauchi et

) SEEN
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al, 1988; Oster et al, 1989; Carlo-Stella et al, 1990; Ikeda et al, 1993; Maze et al,
1893). En: estos udltimos se ha observado que  la combinacién de citocinas

: recomblnantes “én donde se incluye el tThGM-CSF; favorece el: crecnmlento de-los~
blastos transformados (Johnsen et al,”1993). Con'el presente estudlo se. demostro -

que: el rhGM-CSF es capaz de estimular el crecimiento no- solo de Ios blastos con
un mayor grado de maduraciéon, sino también de los progenltores leucemlcos en
LTBMC. Tomando en consideracion estos trabajos, podemos decir qué el rhGM-
CSF es capaz de estimular el crecimiento de las células leucémicas de pauentes
con LMA, bajo condiciones in vitro. : ' '
Uno de los aspectos relevantes que se pueden relacionar a nivel clinico con
estos resultados, es que si bien la aplicacion del rhGM-CSF recupera los niveles
celulares de monocutos/macrofagos y granulocitos en pacientes que han sido
inmunodeprimidos por efecto de' uumloterapna (Estey, 1994; Hurtado et al, 1995)

vitro, la respuesta de Ias cel ¥

clinicos debe‘ser ~:conS|derado con precaucnon dado que podrla lnducnr la

reaparicion de la enfermedad

TESIS CON

FALLA DE ORICEN

|
!
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Vil.2 Efecto de diferentes citocinas sobre la proliferacion y expansion de
subpoblaciones enriquecidas en células progenitoras hematopoyéticas de
pacientes con LMA en cuitivos en suspension.
7. Subpoblacion |
7.1 Cultivos empleando medio para LTBMC
a) Caracteristicas de la poblacion obtenida por seleccion negativa. Se
obtuvieron células mononucleares de las muestras de MO de donadores normales
y de los pacientes cuyas caracterlstlcas se enlistan en la Tabla 7. Ei numero de

ceélulas obtenidas varlo en‘re 1o d nadores normales de 18.1-x10% a 41. 6 x108%,
‘e 6 6 x10° a 138 ><106 Estas células se

pasaron a traveés ‘deiun

4.8% de las células mlcnales en: os donadores normales y de 30 3% en. los
pacientes (Tabla 8). o : o
Analizamos el porcehtéje ' de células CD34+ antes: y ‘después..de la
separaciéon por columna 'y observamos que en los donadores normales se: obtuvo
una mediana de 0.8% antes de la columna y de 18. 2% despuesude’ a’ olumna lo
cual indica un enriquecimiento de 22.7 veces en la poblac:on CD34+\ lin 'b(TabIa 9).
los paquentes ‘se lobservd ‘algo,ﬁmuy

Por su parte, en las ceélulas de

77%. Después de pasar las células por columna S

previamente, dichos valores fueron SImllares a aquellos obtenidos antes"“de la
separacion (0%-78%), por lo que no detectamos enriquecimiento: (Tabla 9)

subpoblacnon 1,
ntigeno CD34

Debido a lo anterior, podemos - decnr'que al:analiza

encontramos que no todos los pamentes de LMA expresan el
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TABLA 7, Caracteristicas de los pacientes incluidos en esta parte del estudio.

Paciente Edad/Sexo Subtipo Hb Plaquetas Leucocitos Blastos SP Blastos MO

x10° X10° (%) (%)
1 40/M LMA-MO 10.2 33 40 13 65

2 27/M LMA-M2 5.4 92 25 37 50 .
3 21/F LMAjMé 6.2 78 4.2 10 35
4 51/M LMA-Mz 13.3 6 37.9 | a5 78
5 18/M LMA-Mlz '1‘ 1.4 36 3 14 80
6 25/F LmAQMé, 8:1 17 . 6.1 12 34
7 43/F . ;MAWM‘ /8.0 29 45.6 .28 95
8 21F  LMA-M4 7.4 45 61 26 64
o 17/M LM’A-MV4 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 o tgz:

M, masculino; F, femenino; Hb, hemoglobina; SP, sangreperiféiripé; MO, meédula

osea.




TABLA 8. Porcentaje de recuperacion de células lin- después de

i 5 la
separacion por columna.
Donador Recuperacion
(%)

Normal 4.8 (3.04 - 5.8)

(n=5)

LMA 30.3 (2.1 -74.2)*
(n=12)

Los resultados representan la mediana (minimo y maximo) del numero indicado de
muestras.

*Diferencia significativa con los valores de donadores normales

TESIS CﬁT\T [
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TABLA 9. Enriquecimiento de progenitores hematopoyéticos de
médula 6sea de donadores normales y pacientes con LMA.

Células CD34+
(%)

Ceélulas Formadoras de Colonias
(%)

Pre-columna Post-columna

Normal 0.8 (0.3 -1.2) 18.2 (8 - 21.5)"

(n=4) (n=4)
LMA 0(0-77) 0(0-78)
(n=3) (n=3)

Pre-columna Post-columna

0.4 (0.3 - 0.5) 4.9 (4;4 -13.8)*
(n=5) (n=5)

0.004 (0 - 0.01) - .. 0.015 (0.005 - 0.1)*
(n=12) - (n=12)

Los resultados representan la mediana (minimo y maximo) del nimero indicado de
muestras y corresponden al porcentaje de células CDS4+7'y celulas formadoras de

colonias antes (pre-columna) y después (post-columna) de la seleccidén negativa.

*Diferencia significativa con respecto a los valores pre-columna.
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Con respecto al porcentaje de CFC, en |la poblacion antes de la columna de

los donadores normales detectamos una mediana de O. 4% de'CFC ‘mientras que
después de la columna, ‘la mediana fue de’4. 9%, 10 cual mdnca un enrnquecnmlento

de 12.2 veces; mientras que en los pacientes antes. de Ia columna la’ medlana fue

de 0.004% vy despues de la columna fue de 0.01 5%. po ;

fue de 3.7 veces (Tabla 9). Cabe sefialar que en Ios tres pacxentes anallzados porv

inmunocitoquimica, el enriquecimiento fue de 34 veces sumllar al: obtenldo alr:

esultados nos mdlcan que el

analizar a los 12 pacientes (Tabla 9). Estos
procedimiento de separacién utilizado es adecuado para ennquecer proge

hematopoyeéticos.

b) Cinética de proliferacion. Parai'pUn'
se puede definir como la produccion de céldlas
particular sin importar el tipo de células que se

viabilidad - de celulas primitivas); SCF+IL-6+GM CSF ,G F (coctel muelotde

favorecen el‘ crecimiento de células de Ima]e mlelmde

un incremento en el numero de célulaslito:ta'leS' d

alcanzé un incremento:de 5. 2 4. [
mieloide, eritroide y mixto I, hubo un ncremento continuo:durant
dias de cultivo y se alcanzaron valores sngmf‘cantes de 87. 1, 89 6 y 98.8 veces

respectivamente al dia 15.

lo tanto eI enrnquecnmlento -

res -

vorecen l'a

TE STu COT\T
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células proge, i as. I_os valores corresponden a las medlanas obtenldas de los

cultivos de donadoreé normales (n 5)~ky pacnentes con LMA. (n—12) N ‘donador
L, LMA Los valores de los cuitivos de donadores normales fueron

normal;
significativamente mayores que los correspondientes de pacientes.
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En los cultivos provenientes de los pacientes. en ausencia de citocinas
observamos una disminucién constante en el numero de células totales, hasta
llegar'a'un'valor-de 4% del numero inicial a‘lrfdiya—?—‘l 5:-'de - cultivo.

Con el coctel basico | se rnantuvo el " numero celular al dia'5 (1.08 .
veces) y posteriormente disminuyod a 8% del valor inicial al dia 15. Con'los
cocteles mieloide, eritroide y mixto |, se observo un incremento constante hasta el
dia 10, en donde se alcanzaron valores de 1.6, 1.1y 1.7 veces respectlvamente L
mientras que al dia 15 de cultivo, en los tres cocteles los valores se observaron -
por abajo del numero inicial (Figura 9). Al analizar a los pacientes por subtipd n'o;
se observaron grandes diferencias con respecto a la evaluacion en grupo dado*
que los maximos incrementos se obtuvieron con el coctel mixto | y fueron los‘
siguientes: LMA-MO, 2.1 veces (dia 10); LMA-M2, 3.2 veces (dia 5); LMA M3 o 8
veces (dia 10); y LMA-M4, 1.3 veces (dia 10). Los valores obtemdosv
cultivos de los pacientes con los cocteles evaluados, fueron sxgmflcaktl

menores a aquellos de donadores normales.

proliferativa entre las subpoblaciones de donadores sanos Y. pac
los diferentes porcentajes de céiulas CD34+ anallzamos a Ios pacr
dependiendo de dicho porcentaje y los clasﬁ“camos en.dos” grupo‘
que expresaron menos del 10% de celulas CD34 (0%, 5%)

expresaron mas del 10% de células CD34 (52% a 78%) - :
En los dos grupos. senalados.' .

valores menores que el name
coctel basico 1, en arnbos'grup s

veces al dia 5 de cultc as’. pos
los cocte sm:elmde

hubo una dlsmnnucnén :
eritroide y mixto’ I no hubo dlferenmas sugmf(catlvas en Ios valores obtenldos de

células totales entre ambos grupos durante todo el periodo de cultivo; el maximo
valor obtenido fue una mediana de 3.5 veces con el coctel mixto | al dia 10, en

el
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aquellos que expresaron menos del 10% de células CD34+, mientras que en
aquellos con mas del 10% el maximo valor fue de 3.2 veces: con e! mlsmo coctel

(dua 10). Ambos valores son mayores a Ia med:ana obtenldab con todos osr—r—

se obtuvo un incremento de 87.5 veces.
c) Expansion de progenitores hematopoyet cos E-
indica la produccion de mas células que retienen ciertas: caracterlstlcas de I"a :
poblacion celular inicial (Figura 2). En el presente estudio anallzamos la expans:on
de la poblacion enriquecida de células CD34+ lin- proveniente’ de dor‘:adores‘
sanos a través de su capacidad para generar CFC después de 10 y 15Idiés; de
cultivo, y la. comparamos con la subpoblacion | de los pacientes con LMA “ :
Eh los cultivos - celulares de donadores normales, en ninguna: de las

o, expansxon

condiciones de cultivo observamos expansion. El maximo valor obtenxdo 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 dla{ cero (1:
LMA-MO, 4 LMA-M2, 1 LMA-M3 y 2 LMA-M4). Debido a lo anterlor. dnica :

analizamos 4 pauentes en cuyos cultivos observamos la formacnon d’k

si existe relacion entre ) v ‘
analizamos la expansion de las celulas de un pacnente del subtlpo LMA-M2 y
observamos que en ausencia de citocinas y en presencia del coctel basico | no

hubo expansidn, mientras que en presencia de los cocteles mieloide, eritroide y
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mixto |, obtuvimos incrementos de 5.4, 8.5 y 6.5 veces, respectivamente (Tabla
10). -Por su parte,- .en 2 pacientes del subtlpo LMA M4 ‘en ninguna-de las

condncnones anahzadas observamos--expansion; :f—rsm embargo »es_ |mportante

senalar que en un tercer paciente de este subtlpo se ‘ob
6.4, 3.8 y‘3.9 veces con los cocteles mieloide, é’rit‘ro

cultivo (valores maximos; Tabla 10). g

Por otra parte, un aspecto importante qyue o'b:s: rv
pacientes que expresaron menos del 10% de CélerlléS" CD
cocteles hubo expansion, mientras que en aquellos con .mas . del
dia 10 de cultlvo exce't‘

expansic’)n en todos los cocteles analizados al -

observa solamente en los pacientes con mas del 10% de celulas CD34+* lo. cual :

podria indicar que la expresion del antigeno correlaciona con la presencna de un
mayor numero de progemtores normales, dado que en. los donadores sanos

dichos valores también fueron superiores al 10%.
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TABLA 10. Expansion de CFC en cultivos en suspension de la poblacion
enriquecida con células progenitoras provenientes de donadores normales y
pacientes con LMA.

Donador Control Basico | Mieloide Eritroide Mixto |
Normal 0.004 0.03 0.7 0.4 0.5
(n=5) (0 -0.03) (0-0.07) (0-1.9) (0 -0.5) (0-1.1)
LMA o) 0.2 3.04 22 23
(n=4) (0-0.3) (0 -1.8) (0-6.4) (0-8.5) . (0-6.5)
LMAM2 o 0.3 5.4 8.5 6.5
(n=1 ) , ) . o E o
LMA-M4 o 0.1 0.6 0.7.. .~ =07
(n=3) (0 -0.3) (0-1.8)" (0 - 6.4) (o 3 8) . (0-3.9)
LMA (n=2) o] 0.07 BN o K< S
(<10%) (0-0.1) = (0-0.8) . (0
LMA (n=2) 0.15 100 B9
(>10%) (0-0.3) (0.3-1.8) (5.4 -6.4)

Los resultados representan Ia mediana (mml

\-M4 Como podemos
“10% de CD34a+, se

detectan |ncrementos en la expanSIQn de CFC

B
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7.2 Cultivo empleando medio de expansiéon mas FL y TPO.
a) Caracteristicas: de las ‘células obtenldas por seleccion negativa.

Debidoa>que- observamos una dlsmlnucuon en.la proliferacion de las células
: : respecto a aquellas de donadores

provementes de Ios pacxe tes co‘
) las combinaciones: ‘de. factores

'en'
de ‘dos ‘citocinas que se han defmldo con la
capacidad de mducnr la: rolnferacuon de células hematopoyetlcas prlmltlvas
(Wendling, 1999; Nakahata 2001) y que sé sabe los correspondlentes receptores'
estan presentes en las células leucémicas (Wendling y Vainchenker, 1998. Naoe
et al, 2001), ello con la finalidad de mejorar las condiciones para su proliféféCié’h
Estas citocinas fueron: trombopoyetina (TPO) y FLT-3L (FL) Ademas
adicionamos una segunda variable para mejorar dichas condlmones. por Io que
utilizamos un medio de cultivo de caracteristicas especiales para expan_sxon celular

normales. pensamos qu
evaluados; era. necesana I

presentan en la tabla 11. :

De igual manera que en la seccion anterior, et evﬁt»aj’e's"
de recuperacion después de la separacion: por co elos
donadores normales y pacientes (Tabla 12) Se los
obtenidos previamente (Tabla 8); una =M di |
49.1% en los pacientes (Tabla 12). :

Asimismo, se determlnaron los’ porcent j ‘
las poblaciones enrnquemdas (Tabla: 13) En
CD34+ (postenor a la columna) en los donado es

caso de los pacientes, observamos ennquecumlento de células CD34+ a dlferenma
de la seccion anterior (Tabla 9); no obstante el valor de CFC fue similar al obtenido

previamente (Tabla 9; 3.7 veces).
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TABLA 11, Caracteristicas de los pacientes’incluidos en esta parte del

“estudio.

Paciente Edad/Sexo Subtipo Hb. . Plaquetas Leucocitos Blastos SP' = Blastos MO

X103 X103 (%) (%)
1 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 - a9 ' 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 11.5 427 ~25.3 29 92

M, masculino; F, femehino; Hb ,hemorglrobirja:r SPf, sahgre periféerica; MO, meédula

Osea.
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TABLA 12 Porcentaje de recuperacnon de células lin- después de la
separacion por columna.

Donador Recuperacion
(%)
Normal 3.3 (2.8-5.1)
(n=5)
LMA 49.1 (2.7 - 62.4)*
(n=7)

Los valores representan la mediana (minimo y maximo) del numero indicado
muestras.
*Diferencia significativa con respecto a los valores de donadores normales.
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TABLA 13. Enriquecimiento de progenitores hematopoyéticos de médula
osea de donadores normales y pacientes con LMA.

="

Células CD34+

Ceélulas Formadoras de Colonias

(%) (%)
Pre-columna Post-columna Pre-columna Post-columna
Normal 0.9 21.1* 0.45 8.2*
(n=5) (0.6 - 1.2) (8.0-41.3) (0.05-0.9) (3.8-11.6)
LMA 16 306* 0.008 0.038*
(n=7) (0-37) (0 -063) (O - 0.01) (0.01 - 1.4)

Los resultados representan la mediana (minimo y maximo) del niumero indicado de

muestras y corresponden al porcentaje de células CD34+ y CFC antes (pre-

columna) y después (post-columna) de la seleccidn negativa.

*Diferencia significativa con respecto a los valores pre-columna.

L TESIU CO’\I
FALLA DE O
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b) Cinética de proliferacion. Con la adicion de TPO y FL a los cocteles
analizados y la utilizacion “del medio de expansién, evaluamos las: siguientes
condiciones de cultlvo. a) control (ausencia’. de cntocnnas) b) "SCF+IL- 6+TF’O+FL' ’
(coctel basico 1l) y c) SCF+IL- 6+GM-CSF+G- CSF+TPO+FL (coctel mlxto ).

En los cultivos  provenientes de donadores ‘normales; }observamos un
incremento en el namero de células totales de 1.8 veces en ausencia de citocinas
al dia 5 y. posteriormente estos valores disminuyeyron a 0.7.y 0.01'a los dias 10 y
15 respectivamente (Figura 10). Con el coctel basico IlI'se alca‘nrzéiun incremento
de 17.1 veces al dia 10 de cultivo, superior a los 5.2 v,éces,‘obtenido en.auéencia
de. las dos citocinas  mencionadas. Con el coctel. mix'to" . hﬁbb"yn }incfémento :
continuo durante tos diferentes dias de cultivo y se. alcanzaro \ Aalc;rézs‘de"VZQ’; 2_17;_

observamos una disminucion constante en el ndrherdf"de célula

Al analizar la proliferacion por subtipo de: LMA encontramos qu
cultivos de dos pacientes con LMA-M2, solamente se obtuvneron ncrementos con
el coctel mixto |l de 2.1, 1.8 y 2.1 veces a los dias 5,:_10_ y.i15, respectlvamente.

TEQIU r‘((\mT
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FIGURA 10. Ciriétida d'e':'broliferacién de.la:subpoblacion | enriquecida de
Los Valores corresponden a las medianas obtenidas de los
L.,

células progéhitbr‘a
cultivos de donadores normales (n 5) y pacuentes con LMA (n=7). N, normal;
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), sucedid algo similar, dado que solo
se obtuvieron incrementos con e! coctel mixto Il de 1.3,1.6 y 1.07 veces (dias 5,

10 y 15 respectivamente)."En tres ~pacientes="de la- varledad LMA M4 no SQ o

observaron incrementos en ninguna de las condiciones anallzadas‘_

del 10% de células CD34+ (0% a 4%), solamente observ“arfn‘d

de las  células progenitoras hematopoyeéticas de '“pa’cn”ke,ntes
significativamente menor que el potencial proliferative
provenientes de donadores normales. i

fueron de 51.1%, 15. 08% y 1 4% de Ios obtemdos con los cultlvos en’ ausencia de K
TNF-c« (dias 5, 10 y 15 respectxvamente) Por su parte con.el. coctel mlxto ien
presencia de TNF-a : se obtuvo el 51, 7%, 48.5% Y 7% (dlas 5 10 y 15

respectivamente) de los valores obtemdos en ausencia de este factor.
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FIGURA 11. Proliferacién de la subpoblacion |

progenitoras en presencia de TNF-a. Los numeros corresponden al porcentaje

de los valores obtenidos en los cultivos en ausencia de TNF-o (100%), de

donadores normales (Nn=5) y de pacientes con LMA (n=7) en presencia de este
factor. En todos los casos en presencia de TNF-o, los valores son

significativamente inferiores que en ausencia del factor.

enriquecida de células:
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De igual manera, en el caso de los cultivos celulares de los pacientes, en
presencia de TNF-« y en ausencia de citocinas, obtuwmos el 22.7% y-16. 6% (duas

5 y 10) al dia 15 no observamos celulas (Figura® 11),
Con el coctel basico Il obtuvnmos el 36 06%.’18 5% y 9 09% (dlas 5, 10 y

15 respectivamente); mlentras que con el coctel _m’lxto Il se obtuvo eI 70 1%. 20%,’

y 10.5% (dias 5, 10 y 15 respectivamente) de los valores obtemdos en los cultlvos'

en ausencia de este factor. Estos resultados nos: indican que Ias celulas,

“son’

progenitoras hematopoyéticas de pamentes y de donadores normale

sensibles al efecto inhibidor de TNF-«.

d) Expansién de progenitores. hematopoyetlcos.

condiciones de cultivo, observamos que en Ia 3 elulas de donadore

ausencia de citocinas no hubo expan5|on celul a los dlas

veces, respectivamente; Tabla 14). Sln vembargo con e
observamos una expansion de 6 Yy 2.2 veces a los dias 10 y 15

ambos valores son superlores a los obtemdos anteriormente con

coctel mixto |, eén donde el maximo valor fue de 0.5 veces al di

En el caso de los pacientes al igual que en’

subtipo de leucemia, observamos que en aquellos c
expansion en ninguno de los cocteles, mientras que en q
LMA-M2 vy LMA-M4, se observaron incremenﬂtq“
cocteles mixto |l y basico |l respectivamente (Tésiaﬂg)

Por su parte al analizar a Ios'-pacientes'dependie'ndo‘bdel porcentaje de
CD34+, en aquelios con menos del 10% no hubo expansidn, mientras que en

CON

TESIS
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TABLA 14. Expansion de Células Formadoras de Colonias en cultivos
liquidos-de la poblacion enriquecida con células progenitoras
hematopoyéticas provenientes de donadores normales y pacientes con LMA.

Control Control Basico Il Basico Il Mixto Il Mixto il
Donador +TNF +TNF +TNF
Normal (n=4) 0.16 0 6 0.12 26 0.42
(0-2.9) (0-0.07) (1.7 -18.2) (0-1) (6.2-61.9) (O-18.7)
LMA (n=7) o ) 0.4 o 0.39 o
(0-1.8) (0-8.7) (0-086) (0-9.7) (0-1.5)
LMA-M2 (n=2) o] o 1.2 .0 3.3 0
(0-2.4) (0.-6.7) (0-0.1)
LMA-M3 (n=2) 08 . .0 0.2 o 0.07 )
(0-1.6)" (0 - 0.4) , (0-0.1)
LMA-M4 (n=3) 0 c 0 2.3 0.4 1.3 0.1
(0-1) (0-87) (0-0.6) (0.3-9.7) (O-1.5)
LMA (n=3) o} 0 0 , o} 0 0
(<10%) (0-1.6) (0 -0.4) o © (0 -0.1)
LMA (n=4) 0 o 24 . 02 4 0.08
(>10%) ©-1) (0-8.7) . (0-06) (0.3-9.7) (0-1.5)

Los resultados representan la mediana (mlnlmo Y. maX|mo) del numero indicado de
muestras y corresponden al maximo |ncrernento en. veces en el numero de CFC
Jores, normales y pacientes al dia 10. El

obtenido (comparado con el dia 0) don C
namero inicial de células al dia 0 es 1. Pamentes <1 O% de CD34+ (1 LMA-M2 y 2

LMA-M3) y >10% de CD34+ (1 LMA-M2 y 3 LMA-M4).

TESIS CON_ |
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aquellos con mas del 10%. se obtuvieron incrementos de 2.4 y 4 veces, con los
cocteles basico Il y mixto |, respectlvamente (Tabla 14) Estos: valores fueron
snmllares a los obtenidos antenormente con: Ios cocteles bésxco—{ 'vy :

que en los cocteles analizados anterlormente. =

Estos resultados nos confirman ue
progenitores hematopoyéticos morfolégica“rhé
y aquellos provenientes de donadores sanoé;
cocteles anteriores, en ausencia de suero'y
progenitores de donadores sanos presentan un
aquellos de pacientes con LMA. ‘

Al
donadores normales como en los paciérites‘,"hub
porcentaje de CFC. - .

En las células de los donadores normalyes‘““en_

‘mientras:que con'el "

se detecto el 2% del valor obtenido en ausencia de;liTNF:-a..

coctel mixto Il, se obtuvo tan solo el 1.6% (Tabla 14).: o

Con respecto a los pacientes, en ninguno de‘ Ios grupos anallzados~

observamos colonias en cultivo en ausencia de mtocmas Con el cocte ]
solamente en aquellos grupos de  LMA-M4" (3 pacuentes) y: con més el O% de
células CD34+ (4 pacientes; 1 LMA-M2 y 3 LMA M4), se: obtuv:eron valores de
19.5% y 9.5% respectivamente, de los correspondlentes en ausencna del factor
(dia 10). Algo similar sucedié con el coctel- mixto I, en donde en Ios pamentes con: .
LMA-M4 se obtuvo el 12.03% y en aquellos con mas del 10%3 9% (dla 10). Al '
dia 15 no se obtuvieron colonias en ninguno de los. cultiv ' ,vlqs dqnadores

normales ni de los pacientes. .
Estos resultados nos  indican que TNF-o inhibe |la expansion de
progenitores hematopoyéticos morfolégicamente normales de pacientes con LMA

y de donadores sanos.
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8. Subpoblacion i

Cultivos empleando medio de expansion mas FL'y TPO
a) Caracterlstlcas de” Ias celulas obtenidas- por seleccuon negatlva. Con-:la
finalidad de determmar las caracterlstucas de “una poblacton ide celulas mas
poblacnon obtenlda

primitivas que la subpoblaciéon |, decidimos utilizar qn
mediante un proceso de separacion inmunomagnética par uecer en’ celulas
CD34+ CD38- lin- (Subpoblacion |l) y evaluar sus potencrales e prollferacmn \%

expansidn en presencia de los cocteles de citocinas prev:amente anahzados

(seccion 7.2). Las caracteristicas de los pacientes se enlistan en la Tabla 15.

En el caso de los donadores normales. cel: nur_nero “ de ' células
mononucleares obtenido fue entre 25.3 x10° a 60 x10°% . mientras que en los
pacientes fue entre 64 x10°% a 120 x10°. Después de pasar las células a través de
la columna, obtuvimos de los donadores normales una recuperacion del 0.1%,
muy por'debajo de los valores obtenidos prewamente con la subpobIaCIon anterior
(3 3% Yy 4.8%). De igual manera, en el caso de los pacnentes obtuvimos un valor
muy mferlor al obtenido con la subpoblacnon, (30 3% y 49 1%) dado que la
mediana fue de 0.8% (Tabla 16). o g

Al igual que en la seccidon anterior, anallzamos el porcentaje de celulas
: si para’ Ios

CD34+ antes y después de la separaciéon por columna (Tabla'
donadores normales se obtuvo el 2.6% antes de la columna
de la columna, es decir el enriquecimiento fue de 27. 09 veces

obtenidos con la primera subpoblacién (23.4 y 22.7 veces)_

El porcentaje obtenido de células CD34+ en
columna fue de 8%, mientras que después de: Iz
decir un enriquecimiento de 7.5 veces, valor s peri
subpoblacion | (2.2 veces). o o

Con respecto a! porcentaje de CFC en lo‘
poblaCIon antes de la columna, se obtuvo un

eces, valor

inferior a los obtenidos con la subpoblacxon enrlqueclda en celulas CD34+ lin-

(12.2 y 18.2 veces).
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TABLA1S5. Caracteristicas'de Io‘sy pacientes incluidos en esta parte del

‘estudio.
Paciente Edad/Se*o ’ Subtlpo - Hb Plaque’tas Leucocitos Blastos SP Blastos MO
! c x10° x10° (%) (%)
1 29/F .LMA—IQIB 5.4 55 19.7 13 49
2 45/F v 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  11.6 42 ‘ 25.3 29 92

M, masculino; F, femenino; Hb, hemoglobina; SP, sangre periférica; MO, médula

osea.
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TABLA 16. Porcentaje de recuperacion de células CD38- lin- después de
separacidon por columna.

Donador Recuperacion
(%)
Normal 0.1 (0.06 - 0.2)
(n=4)
LMA 0.8 (0.3 - 2.6)*
(n=4)

Los valores representan la mediana (minimo y maximo) del nimero indicado de
muestras.
*Diferencia significativa con los valores de donadores normales.
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TABLA 17. Enriquecimiento de progenitores hematopoyéticos de médula
Osea de donadores normales y pacientes con LMA.

Células CD34+ Células Formadoras de Colonias
(%) (%)
Pre-columna Post-columna Pre-columna Post-columna
Normal 2.6 70.4% 0.9 3.9 |
(n=4) (1-3) (52 -88) (0.6 - 1.2) (1.2-9.3)
LMA 8 60* 0.009 0.2
(n=4) (0 -106) (0 -70) (0-0.01) (0.15-1.8)

Los resultados representan la mediana (minimo y maximo) del numero indicado de
muestras y corresponden al porcentaje de células CD34+ y CFC antes (pre-
columna) y después (post-columna) de la seleccion negativa.

*Diferencia significativa con respecto a los valores pre-columna.
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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 02°/o. sin.embargo no: hay. diferencia

significativa entre Ios valores

b) Clnetlca'de"prol
donadores normales, debido
cantidad muy redumda de ‘c

permitir un mayor tie

celular a los dias 10y 15 de cultlvo ipar.
y tener un numero adecuado de células para efectuar et contéo
En ausencia de citocinas no observamos incremento en el

mientras que en presencia del coctel basico |l los mcrementos fuero' de
veces a los dias 10 y 15 respectivamente (Figura 12) Ambo

inferiores a los obtenidos previamente con la subpoblacion ennquec:d, ‘CD34+ I|n—

(17.1 y 9.9 veces). Con el coctel mixto Il, los incrementos fueron de 35 5y.150.7
veces (dias 10 y 15 respectivamente), ambos valores lnferlores a los obtenldos
con la subpoblacion anterior (217 y 707 veces).

De igual manera que en las anteriores subpoblacnones anallzamos a las
células provenientes de los pacientes de manera  total, por - subtlpo de
leucemia y porcentaje de células CD34+ (menor o mayor del 10%). A dlferenc:a

de los donadores normales, en las células de los pacientes pudlmos obte er un

numero celUlar en los dos d

evaluado hubo incremento en el

evaluados (Figura 12) Asimismo, en los dos pacnentes del subtl

(dias 5, 10 y 15 respectivamente).: Por su parte solamente 2N aquellos pacnentes
con mas del 10% de CD34+ y con el coctel mlxto Il obtuvnmos lncrementos de 1.9,
3.1 vy 1.2 veces (dias 5,10y 15 respectuvamente) Estos lncrementos son muy

umero’c elular. )

SRR
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similares a aquellos obtenidos con la subpoblacién | con las mismas condiciones
de cultivo. ) : ,

" Estos resultados indican que los progenltores hematopoyetlcos de =g

subpoblacion Il provenientes de pacientes con LMA poseen un mehor potenc:al de

proliferacion que aquellos de donadores normales. Por su partel al’ comparara E
las dos subpoblaciones de donadores normales, podemos deci

mas  primitiva enriquecida en células CD34+ CD38—,;
potencial de proliferacion, que aquella con un mayor gra
lin-). En el caso de los pacientes dicho potencﬁé
subpobiaciones | y II.

c) Efecto del TNF-« en la proluferacnon d

76% y el 2.4% a los dias 10 y 15 respec’uvament
mixto |l se obtuvo el 53% y el 43% (dla “100yE
ausencia de TNF-a (Figura 13).

Por otra parte, al analizar a los P .?"eni
los cultivos en presencia de TNF-a hub_ ‘. minuc en la: prolif
respecto a aquellos en ausencia de- este ] 2N,
obtuvimos el 52.6%, 33.3% y 0% del ntmero obtenldo sm TNF a (dias:5,510:

respectivamente; Figura 13). Con el coctel basnco II se: obtuvo e,k31

0% (dias 5, 10 y 15 respectivamente), y con el coctel rmxto II los valore fueronv de;
53.2%, 63.07% y 47.2% del numero obtenido en ausencna de este actor (dias: 5': :
10 y 15 respectivamente). : S ;

De igual manera, al analizar a.los pacnentes por su 2
aquelios con LMA-M3 se obtuvieron, en ausencua de cntocmas el.64.2%,-28. 4%y
0% (dias 8§, 10 y 15, respectivamente) del niumero obtenldo en ausencia de TNF-a;
con el coctel basico |l se obtuvieron los valores de 25.1%, 8.2% y 0% (dias 5, 10y

15, respectivamente); con el coctel mixto |l los valores fueron de 65.7%, 73.8% vy
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FIGURA 13. Proliferacion de la subpoblacion Il enriquecida de células

progenitoras en presencia de TNF-«. Los valores corresponden al porcentaje de

proliferacion 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-«, los valores son significativamente inferiores que en ausencia

del factor.
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56.9% (dias 5, 10 y 15, respectivamente). Por su parte con el subtipo LMA-M4 los
porcentajes en ausencia de citocinas fueron de’ 42 2%. 37 8% y.0% (dlas 5,10y
15, respectivamente) delos™ valores° obtemdos en= ausencna de= TNF-a, en- -

presencia del coctel basico |l Ios‘valores fUéron de 43. 1%, 2 3% y: 0% (dlas 5 10 y
15, respectivamente); y con el "‘octel mlxto II ée obtuvo a1. 8%. 42 6%’ 37ii8%'
(dias 5, 10 y 15, respectlvamente) del numero obtenldo sin: este factor :

Por su parte, se evaluo un pacnente LMA- M3 con menos del 10°/o de celulas‘

CD34+, y los valores en ausencna ‘de citocinas fueron de 32. 2% 28.4% y.0%: (dlas
5, 10y 15 respectlvamente) de los valores obtenidos en ausencia de TNF-a conv' .
el coctel basico:ll:los valores fueron de 27.4%, 5.1% y 0% (dias 5, 10 y‘,_‘_l,5
respectivamente); y.con ‘el coctel mixto |l fueron de 60.8%, 90% y 48.3% (Vd‘ia's'/S.
10y 15kréspeckt,i'var‘nente). En aquellos pacientes con mas del 10% -de ckélu‘la:s:
CD34+; (1 LMA M3 -y 1 LMA-M4), los porcentajes obtenidos en ausencié‘bd‘é
c:tocmas fueron de 28.9%, 24.1% y 0% (dias 5, 10y 15 respectxvamente) del
numero obtenldo sin TNF-a; con el coctel basico [l fueron de 22.7%.-5. 1% Y. 0%
(dlas 5, 10 y 15 respectivamente); y con el coctel mixto |l los: valores fueron de
32. 1%, 29.3% y 28.5% (dias 5, 10 y 15 respectivamente). : S

Estos resultados nos indican que la poblacion 'deb

primitivos de donadores sanos y pacientes con LMA (Sdb

P rogemtores mas -
ac:on 1), son-
sensibles al efecto inhibidor de TNF-c.. No obstante, en présenéik ';‘_de‘l,coctel basico
If. es mayor la inhibicion de la proliferacion en las células de flbs;:pac;'ientes con
respecto a la -de donadores sanos. Ademas, un »aspectd ‘i'm'portante que
observamos es que en- presencia del coctel mixto I, 'la InthICIon dlsmmuye
comparado con el coctel basico |, en los cultivos celulares de: pac:entes

d) Expans:on de progemtores hematopoyetlcos. Debldo al nlllmero

coctel basico Il, evaluamos la expansion de progehlt
normales Unicamente al dia 10 y en nmguno observam ’
veces, respectivamente). Con e! coctel mixto Ii; el n m“ ro : 2CUE
y detectamos a los dias 10 y 15 una expansién de 149 y 138 veces
respectivamente (Tabla 18). ElI valor obtenido con el coctel mixto !l al dia 10 fue
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TABLA 18. Expansion de Células Formadoras de Colonias en cultivos
liquidos de la poblacion enriquecida con células progenitoras
hematopoyéticas provenientes de donadores normales y pacientes con LMA.

Control Control Basico Il Basico |l Mixto H Mixto [}
Donador +TNF +TNF +TNF
Normal 0.03 0.022 0.9 0.012 14.9 7.82
(n=4) (0.004-.08) (0-0.04) (0.3-29) . (0-0.3) (4.9-25) (2.7-13)
LMA [0} e, [0} 0.52 -0 :14.3 ) 0.07
(n=4) (0-0.5) - S (0-7.3) (0-’0{6) (0:1-58) - '(0-0.5)
LMA-M3 0.2 (0] 0.5 (0] 4.4 E 0.07
(n=2) (0-0.5) (0-1.04) . ' (0.1-8’.7): - (0.01’—0.1 ).
LMA-M4 (0] [0} 3.6 0 38 9 0.2
(n=2) (0-7.3) ’(19 9 58) (0-0.5)
LMA 0 0 0 o) 87 0.3
(n=1 ) - - - .
(<10%)
LMA 0.2 0 4.2 L (0]

(n=2) (0-0.5) (1.04-7.3)
(>10%) S .

(comparado con el dia O) obtenldo (dxa 10) EI numero InlCIal de celulas al dla O es
1. Paciente <10% de CD34+ (LMA M3) v'>10% de CDS4+ (LMA-M3 y LMA-M4)
2 Corresponden al valor de dos donadores normales.
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inferior al obtenido previamente con la subpoblacion CD34+ lin- (26 veces), sin

embargo al dia 15 fue superlor (6.3 vece‘s)

II
respectnvamente Tabla 18) o
En los cultivos de" Ios dos pactentes con LMA

mlxto

coctel

expansion con el coctel . mixto It de 4.4 veces (dia 10) r ‘
LMA-M4 | se observd expansion con el coctel basico 11’ dé
el coctel-mixto Il de 38.9y 18.9 veces (dias 10 y 15; Tat?l‘é e

Por su parte, analizamos un paciente con menos del.10% de células ‘CD3‘4+
y se obtuvo un incremento de 8.7 veces al dia 10 cori'él c > tél"'miktc:v‘ll en aquellos

con mas del 10% de CD34+, obtuvimos incrementos con el coctel basuco " al dia

10 de 4.2 veces y con el coctel mixto |l los incrementos fueron de 10.02 y 16.9
veces (dias 10 y 15). Estos incrementos obtenidos con la poblacion CD34+ 38- lin-
de los pacientes de LMA-M3 y LMA-M4, fueron  superiores a los obtenidos
anteriormente con la subpoblacién CD34+ lin-, en donde los maximos incrementos
fueron de 0.8 y 2.3 veces, respectivamente (Tabla 14).

De igual manera, en aquellos cuiltivos de los pacientes con mas dei 10% de
células CD34+, el incremento obtenido fue mayor (10.02 veces) que - en l
subpoblacién anterior en donde el maximo incremento fue de 4. 01 veces con el -
coctel mixto Il (dia 10; Tabla 14). ) ) :

Estos resultados nos |nd|can que exlste un _mayor potenc«al de expansnon

en los progenitores hematopoyetlcos de"*la subpoblacxon II en algunos pacientes
fde donadores normales. Ademas

con LMA, que la correspondlente p b cion
itores m rfologlcamente ~normales de Ila

podemos decir que’ los
subpoblacién Il de pa,cientek C A esentan u:n mayor potencial de

e) Efecto del TNF mnsvlon de progemtores hematopoyéticos.
En el caso de los donado es: normales realxzamos las cinéticas a partir de dos
muestras y observamos que en ausencia de citocinas practicamente no hubo

efecto en el numero de progenitores en presencia de TNF-o (Tabla 18), sin




98
embargo con el coctel basico Il y mixto II, se obtuvieron el 1.1% y el 52.3% de los

valores en ausencia del factor (dia 10).

’ ac:lentes en- mnguno de Ios grupos—

En’los cultivos provementes de l‘ ‘

analizados observamos celulas
el coctel basico Il (Tabla 18):
entre 0.6% y 2.7% de aquellqs
grupos analizados: en conjuntﬂo",_:_'s‘u

Estos resultados indic:'én"qu"
hematopoyéticos morfolégicamér’ité~ T
pacientes con LMA y de donadores san > AN
es mayor sobre los progenltores de Ios pamentes con LMA':' que sobre‘fv

provenientes de donadores normales
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9. Discusion
La LMA es: una enfermedad cuya bnolog:a es bastante compleja dado que

se origina a: partlr de‘alteraciones geneéticas'que’ dan por resultado a‘formacion de
decada uno: presenta

idad,
pufriﬁéacién de las

ocho varledades [e] subtlpos celulares dlferentes/ e

los avances

caracterlstlcas blologlcas particulares. A pesar de
logrados-en los uitimos afos en cuanto a la ld

células seminales y progenitoras hematopoyel cdmd,el desarrollo de

métodos experimentales para el estudio de ééta_ {pernﬁitido ampliar y

profundizar nuestro conocimiento en este tipo de Ieuceml
Contrario a lo que se pensd por mucho tlempo se constdera que en la LMA
existe una jerarquia hematopoyética similar a Ia observada en la hematopoyesis
normal, es decir que en la gran mayoria de los subtlpos,vlay LMA se origina en una
misma poblacion celular muy primitiva, caracterizada por 'Ia”ex"pre‘s'ién del‘an‘tigeno
antigeno CD38, asu como de ant:genosb

Esta poblacnon parece' serk Ia*

CD34 vy la:falta de expresion del
especificos de linaje (células CD34+ CD38- lin-).
responsable de mantener la hematopoyesis leucémica en forma contlnua (hasta la."
curaciéon o la muerte del individuo) y de desarrollar. la enfermedad 'mlnlma esﬁual;ir'

en aquellos pacientes que presentan recaida después de tratamlento.

A pesar de la identificacidon de subpoblaciones prlmmvas e
con LMA, . muchas de sus caracteristicas funcionales no se: han
Diversos  trabajos realizados in vitro, han demostrado que 5c1e
partlcnpan de manera importante en el desarrollo de la LMA dad ‘

prollferaclon de los blastos transformados (Delwel et al 1988
1993; Birkenkamp et al, 1999), sin embargo - este efecto seh
poblacion -total de células leucémicas y no se conoce
inductores en subpoblaciones mas primitivas. En este
de diferentes cocteles de citocinas hematop
expansion de dos subpoblaciones enriquevc"i‘
pacientes con LMA, obtenidas mediante  un
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 recuperacion de células (posterior a la separacion




100
inmunomagnética) al obtener la subpoblacion | (enriquecida en células CD34+lin-)
y de 8 veces en la subpoblacion Il (enriquecida en células CD34+ CD38- lin-), en
los pacientes con LMA con respecto’a’ los  donadores sahors‘"‘(Tablas 8,12y 16).
Por el contrario, obtuvimos un incremento de entre 3.6‘:’y‘ 1'0.6 ‘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 recuperacion de ceélulas (posterior a la separacion)
en los pacientes, no observamos un incremento en el enriquecimiento de
progenitores hematopoyeéticos con respecto a los donadores sanos. Ademas, al
evaluar la expresion de CD34 en las poblaciones obtenidas, detectamos que en
algunos pacientes (33%) no hay expresion del antigeno, mientras que en otros
(53%), un porcentaje elevado de células lo expresan.

Los resultados anteriores, sugieren la existencia de alteraciones en la
expresion de antigenos de superficie en las células leucémicas. Observaciones
similares se han descrito en trabajos previos, en donde encuentran que el 38% de
los pacientes estudiados no expresan el antigeno CD34 (Cascavilla et al, 2001).
Ademas, es probable que exista una disminucién en la expresion de antigenos de
linaje con respecto a las céluilas normales, dado que recuperamos un porcentaje
elevado de ellas por seleccidn negativa, es decir de células que no fueron
retenidas en la columna por falta de dicha expresidn en la poblacién leucémica. El
estudio del grupo de Careila (Cascavilla et al, 2001) en donde se evalué la
presencia de diferentes antigenos de superficie en las células leucémicas de
pacientes con distintos subtipos de LMA (LMA-MO a M7), demostrd que existe una
gran heterogeneidad entre los pacientes, dado que en muchos casos no se
detectaron antigenos de linaje, mientras que en otros su expreSIon es baja lo cual‘
concuerda con nuestras observaciones. B T

Los resultados de la deteccion de CD34, sugleren que este antlgeno no esf
un marcador especifico de células leucémicas - prnnﬁxtlvas ; '
expresion en el caso de algunos pacientes .-con LMA & Es nt resante

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 pequefia proporcion de células incluida en la subpoblacion
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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 exnste una ‘subpoblacion. de

ceélulas con caracteristicas muy’ prlmmvas en’ LMA que no’ expresan el antlgeno"

CD34 y que pudieran ser Ias responsables de mantener Ia Ieucemla en aquellos
pacientes en donde no observamos ia presenc:a de ‘este antlgeno o blen masb~

indiferenciada que CD34+ en aquellos que si lo expresan.
A este respecto, es importante hacer notar que el grupo de chk en Toronto

reportd que en médula osea de sujetos sanos también existe una poblacnon de
célglas CD34" linT capaz de reconstituir el sistema hematopoyético en ratones
SCID y que esta poblacion (CD34-SRC) es incluso mas inmadura que las células
CcD34", encontrando asi una nueva clase de células hematopoyéticas (Bhatia et al,‘
1998). La deteccién de esta subpoblacién permite suponer que la célula con este .
inmunofenoctipo presenta la transformacién que origina la LMA, fo cual avpo‘ya
nuéstras observaciones y el trabajo que reporta la identificacion de- celulas} ;
capaces de repoblar ratones SCID y que no expresan el antigeno CD34. S

Al determinar el porcentaje de CFC en las poblacnones ennquecndas‘de.

antes y después de la separacion por selecmon negat

enriquecimiento en CFC morfoldogicamente normales; en:

hubo una disminucién con respecto g

numero de células mononucleares gen '

se obtuvo con el maximo mcremento alcanzado (coctel mlxto {, dla 5) eI 2. 04% de

los valores normales (coctel mixto I, dia 15). De igual manera y a pesar de

adicionar las citocinas mencionadas, observamos una disminucién en el numero




102

de células mononucleares en los cultivos provenientes de pacnentes con respecto
a los de donadores normales (O 29% de los valores normales coctel mlxto Il dia

15).

con respecto a los ‘val'ore

celular (coctel mixto II, dia 15),
subpoblacién |1, lo cual concuerda con la caracteristica de qu
las poblaciones hematopoyéticas mas primitivas. ' :
Los resultados anteriores indican que existe.fu’n
potencial proliferativo de las subpoblaciones | y Il provehi'e'n‘t
LMA con respecto a los donadores normales. Trabajos’ pri'é‘\’/los h'a‘n
incremento en la proliferaciéon de la subpoblacion CD34+ dé Io S pacnentes‘con

>strado un -

LMA (en presencia de citocinas) con respecto a su contraparte no_rma! (Murayama
1998), sin embargo en este estudio hemos : obtenldo ’subpoblaCIones
e ‘comportamlento -es

et al,
enriquecidas de ceélulas progenitoras mas pnmmvas ’y,
diferente. Esta disminucidon en el potencial prol|ferat|vo en‘ Ias poblacnones
leucémicas mas primitivas, puede ser uno de los mecamsmos e escape que les

permite sobrevivir en las terapias de remision, en: la cual se utlllzan factores de
crecimiento para inducir la proliferacion de las celulas‘transformadas 'y de esta

manera hacer mas efectiva la accion de farmacos’ que nducen ‘l1a muerte de las
98)" La" posﬂ)ulldad de

células en proliferacion (Smith et al, 1996, Schlller.
sobrevivir a los farmacos, hace que estas células sean candldatos ldoneos para
favorecer la reaparicion de la enfermedad en aquellos pacnentes que entran en

recaida, de hecho algunas investigaciones con la. subpoblacién CD34+ CD38- i
Icide alo efectos',

han demostrado que estas células poseen una sensxbllldad‘red

de la Daunorubicina, uno de los compuestos terapeu' !

tratamiento de la LMA (Costello et al, 2000). g
Otro aspecto |nteresante fue el efecto que observamos al adicionar TNF—a a

los cultivos provenientes de donadores normales y de pacnentes. En ambos

detectamos una disminucion constante en el numero celular obtenido en ausencia
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de este factor. En el caso de los pacientes, dichos valores fueron de 20% y 10%

de los obtenidos en los cultuvos en ausencia. de TNF-a. para la subpoblacnon I

(coctel mlxto l'f.'

subpoblacmn 1t Il dlas'10 y 15 respectlvamente) esta dlsmmumon es' )

leucémicas, lo cual se ha demostrado en poblaciones con u‘n‘ ma‘
maduracion (Elbaz et al,;~1991b). Estos resultados -nos :,;indbi'c'an

resistente a dicho efecto, lo cual concuerda con otros estudlo
poblacién CD34+ CD38- posee una sensnbll:dad d sI

de
proliferacion de las células leucémicas (Elbaz et al [ Rlchteri et al 2001 ), sun
embargo este efecto puede estar dado en pobl' nes: cc
maduraciéon y no asi en subpoblamones m(én‘s; n donde. como
inhibidor. El TNF-« se ha cor

observamos, tiene un efecto

efecto de éste, como uno de Ios proces
poblaciones leucémicas: mas. mmaduras
Probablemente la disminucion: a la lnduccxon de’
reconocimiento por células inmunocompetentes y su bajo grado de diferenciacion
hacia celulas dendriticas, sean los mecanismos que permiten la acumulacion de

Ias cuales pudleran no- producurlo
apoptosus.' la ‘falta de

respeciNamente) 'y' de”, 63% y 47% ‘para® lar
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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’ cultivos provementes de pacnentes con LMA al evaluar la™”

expansion de progemtores formadores de colonias, detectamos en Ios dlferentes

dias de cultivo. la formacnon de colonias morfologlcamente normales y .no 'de

leucémicas (UFC- LMA) ‘Esto resulta interesante porque a dlferencua el snstema !
experimental anterior (LTBMC en donde existen mteraccnones entre las celulas'

crecimiento de 'dichos - progenltore »
participacion de las celulas

e los progenltores

que favorecen el
(Montesinos et al, 2000), sediala la lmportanCIa ‘de
: Ia"expan én;
‘previo queherhueétran la

estromales de los pacientes con LMAen:
esta de acuerdo con‘;-festqdlo

leucémicos, lo cual

presencia de alteraciones funcionales en‘la célUlas‘ est

de los pacientes, que favorecen el desarrollo de las celulas_leucemlcas (Mayani et
I, 1991 y 1992a; Bendall et al, 1994; Wetzler et al; 1995”""Zhang et al; 1999).

La disminucidn de los progenitores morfologlcamente normales en
pacientes es notoria, dado que en algunos no detectamos C ‘C‘desde el mxcto delr
cultivo y en otros el numero fue reducido con respecto a los dohadores sanos ‘No-
obstante, en algunos pacientes a pesar del numeroAredumdo de 'progenltoresv_,

males e’la ‘médula 6sea

los

morfolégicamente normales, estos parecen tener un: potencnal de expansion: mayor

subpoblaciones analizadas, tanto' de pacnentes como' defdo ;

embargo dicho efecto fue mayor sobre las células de los pamentes
que los progenitores que dan lugar a la formacién de colonias morfolégicamente

lo cual indica
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normales en los pacientes, presentan una mayor sensibilidad al efecto inhibidor de
TNF-x, que aquellos provenientes de donadores sanos. o ' :

Estos hallazgos abren la pOSIbllldad de que Ias celulas normales que se' :
pudieran obtener de los pacxentes medlante procesos de séparacbn . p'os'ean,

de identificacion y separacion
leucémica. A este respecto, hay trabajos querdemuestran dl.ferencxas muy claras B
en cuanto a la expresion de ciertos antlgenos que podrlan seNlr para ldentlflcar y
distinguir entre las células progemtoras normales Y. su’ contraparte Ieucemlca Asu,,
el antigeno CD90 (Thy-1), expresado en-una subpoblacnon de celulas CD34 la
cual incluye a las células - hematopoyeéticas mas prlmmvas (SRC'y. LTC IC Cralg et
al,»1983) y el antigeno CD117 (c-kit), receptor del- SCF (F’apayannopoulou é aI .

1991), estan ausentes en los progenitores de pacientes. con: LMA. a dlferenC|a de o
utherlan’d,, .

los progenltores de sujetos sanos (Blair y Thomas 1997a Blalr

mismo inmunofenotipo practlcamente no hay detecmon (<1% : ion
CD34+ CD38-) (Jordan et al, 2000) Estudios encammados a Ia_dentlfcamén’de’;

proliferacion de células leucémicas con un mayor grado de maduracnon. sm

embargo en subpoblaciones mas primitivas, las citocinas no’parecen |nf|unr en

gran medida en la acumulacion de los progenitores. Para pode entender porqué
rollferatlva mas

en las celulas leucémicas mas primitivas no existe una ,rresp' est

efectiva con respecto a las.citocinas, es necesario el es d e las. alteracnones

moleculares que ocurren en dichos progenitbre‘s ] contnbuyen a la
transformacién. Algunos trabajos indican que las alteracxones mas comunes son
las translocaciones cromosémicas balanceadas, que resultan en la produccion de

proteinas quimeéricas (Grignani et al, 2000; Hromas et al, 2000; Schmetzer et al,
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2000). Estas proteinas constituyen, generalmente, factores reguladores de la
transcripcion de genes especificos, fundamentales -en. la- regulacidn-de . la

proliferacion, diferenciacion 'y muerte celular (Cliné,'1 994) =

a ht‘regrida'd .

No menos xmportante es el estudio de la compostcno

bien no son la causa de la enfermedad, si parecen:esta
inhibicion de la hematopoyesis normal (Mayani, Y
clona maligna como lo hemos demostrado en LTBMC.

ayudara al desarrollo de estrategias terapeuticas mas efcnentes (po ejemplo el"
disefio de farmacos y antlcuerpos monoclonales dlrlgldos en forma especnf’ca para

inhibir la expansmn clonal de dichas células).
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Vill. DISCUSION GENERAL
En los ultimos afos se han conseguido-avances muy importantes en ‘el

campo de la biologia de las células primitivas hematopoyéticas. Sin“embargo; ""a"" ey

pesar de que muchos de los estudios se han enfocado en’las celulas normales a
la par se han descrito caracterustxcas blologlcas |mportantes de las celulas '
primitivas leucémicas (CPL). Asi por ejemplo se: ha determinado que; las CPL se';,
encuentran en un estado de qunescencna a diferencia de los blastos con un mayorv .
grado de maduracion, que proliferan mas rapidamente (Smith et al, 1996 Guan et »
al, 2003). Lo anterior, explicaria en parte las constantes recaidas en Ios paCIentes
con LMA que han sido sometidos a tratamientos con drogas que ctuan sobre,f
células en proliferacion (Schlller 1998) Ademas, se ha demostrado que Ias CPL

pudieran ser mas afectadas por dicho tratamiento.
Si bien el estado quiescente es una caracterlstlc

mantenimiento de las CPL a largo plazo, pueden exlstl'

cols. (Guzman et al, 2001) dado que el estado qunescente de las CPL se. puéde, f
favorecer, debido a su baja capacidad de respuesta al- efecto lnductor de

proliferacion de las citocinas que se pudieran estar. producnendo en el

microambiente hematopoyético medular. S S

La capacidad disminuida de las CPL al efecto de__;.las cit6¢iha$ se
contrapone a lo observado en los blastos Ieucémicos 'coh un:may .
maduracion, en donde varios estudios han demostrado la: |mportan,
proteinas en la proliferacion de los mismos (Budel et al, 1993; Blrkenkamp et al,
1999; Kimura et al, 1999). Lo anterior corrobora no solo la presencia de
subpoblaciones con diferencias inmunofenotipicas en las células leucémicas, sino

ia de estas
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que ademas ‘indica la existencia de caractenstncas blologlcas muy partlculares

entre dichas subpoblac:ones‘

~Por otra parte, a pesar de no" “teneruna- elevada actwndad prollferatlva en

respuesta a cutocmas observamos que los progemtores eucémicos resp nden /n =

vitro, . al estnmulo de factores .como el GM CSF

micfoamblente hematopoyetlco (reproduc:do po

cual .estimulen, asi en poblaciones mas pnmltlvas'estas proteina

favorecer el mantenimiento de las mismas, mientras: que : en poblacnones més

maduras (blastos leucémicos) estimularian principalmente su prollferamon
De |gual manera, otros investigadores han detectado alteracuones en los -

mecanismos que favorecen la sobrevivencia de los progemtores leucemlcos Asn.
se ha demostrado que las células prlmltlvas de ‘LMA expresan una forma actuva del
factor nuclear NF-kB (Guzman et al, 2001) el cual se sabe tlene una actlwdad
antl apoptotlca y se considera como 'un factor clave’ de sobrewvenCIa paravarios
ttpos de cancer (Wang et al, 1996 y 1998; Kvlm etal; 2000)

.. Con todas estas evidencias, se -Pu?d.e sefialar que las células que
mantienen la produccién de los blastosﬂ"mallignos en  LLMA,; utilizan ‘diversos
mecanismos celulares y moleculares para lograr sobrevivir por largos periodos de
tiempo. A la fecha el reto no solo es désbribir las caracteristicas de Ias distintas

subpoblaciones leucémicas, sino poderlas dlferenmar de su contraparte normal y
con ello desarroliar estrategias terapéuticas mas dirigidas para su ehmnnacnon AI
respecto, varios trabajos han descrito diferencias mmunofenotnplcas entre I as
células normales y las leucémicas, en donde" las celulas mallgnas se “\'a"aéte lzan:
por ser CDS0- CD117- y CD123+ (Blair et al, 1997b Blai ~y Sutherland 2000;

Jordan et al, 2000). Estos estudlos permltteron

activacion constitutiva del factor de trascnpcnénA NF-k

cual es un hallazgo importante que no solo se relacxona co
de las células primitivas Ieucemlcas, smo que 'ademas el tratamiento de las

deteccién molecular
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mismas con inhibidores de la activacion del factor permite inducir la muerte celular
a través del proceso de apoptosis, situacién que no ocurre en las celulas normales

provenientes de médula 6sea y de sangre de cordon umbxllcal

Si bien resulta importante encontrar caracterlstlcas de Ias celulas
leucémicas que permitan su eliminacion, otro aspecto de no menos nmportancna es
el poder separar y manipular a las células hematopoyetlcas normales presentes en

bajas cantidades en la médula osea de los pacientes.: Al respecto en nuestro

estudio determinamos que los progenitores morfologicamente normales mas
primitivos (subpoblacion |l) de algunos pacientes con LMA, poseen un mayor
potencial de expansién 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 expansion pero: utlllza 'do; )
cultivos que permiten el crecimiento de células iniciadoras de cultivos a Iargo plaz_o :

(LTC-IC, por sus siglas en inglés).
Lo anterior abre la posibilidad de que las células normales de pacxentés cbn

LMA, puedan ser expandidas para su posterior utilizacion en transplantes de’ tipo

autdlogo. Por lo tanto, un procedimiento /in vitro de purga de celulas' leucémicas -

podria involucrar el uso de inhibidores de la actividad del factor. NF kB! (Eplnat \
Gilmore, 1999), lo cual llevaria a las células malignas a mu‘errte_ pyorf.apoptosns \
posteriormente recuperar a las células normales para 'ex'py'énderlas con la
utilizacion de distintas combinaciones de citocinas, como se. ha realizado en

nuestro laboratorio con células provementes de cordon urnb lcal (FIores-Guzman
et al, 2002). ' '

A la fecha, muchos esfuerzos se realuzan para encontrar procedlmlentos
ida’ de«los pacuentes t on

adecuados que permitan modlflcar las expectatlvas de:
LMA, sin embargo gran parte de ello depende de ‘onoce "‘a ma [}

biologia del padecimiento, para asi poder desarrollar estrategxas in_vivo.o in V/tro ’

esta enfe‘rmedad tan

que permitan mejorar el prondstico de. Ios pamentes'con

severa y de consecuencias fatales.

“
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1X. PERSPECTIVAS
En este estudio hemos'demostrado que la adicion de GM-CSF a los LTBMC
provenientes de pacientes con’LLMA, ‘estimula el crecimiento“de‘:ilosf'progenitores
leucémicos. A pesar de que se ha documentado que los blastos leucémicos mas
maduros expresan receptores para este factor, atin no se ha de'v(erbminédo sien las
células progenitoras primitivas se expresan de igual m‘arn‘eira. Debido -a ello es
necesario evaluar la expresién de receptores para citocin‘as‘ hema‘topoyéticas en
las células leucémicas mas primitivas, asi como détermihar: Ia produccion y
participacion de las citocinas que se pudieran estar produmendo en la capa de
células estromales por efecto de este factor,” y qu ; pueden favorecer el

crecimiento de dichos progenitores.
Por otra parte en este trabajo estudlamos

ones . en riquecidas de

progenitores leucémicos. obtenidas a partir de la expr. félh'de' antigenos 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 -ath mas inmaduras y que se han Iidentificado con ‘el
inmunofe'notipé ‘CD'34+ CD38- HLA-DR- CDS0- CD117- CD123+ (Blair et al,
1997b, 1998; Blalr y Sutherland, 2000; Jordan et al, 2000). Seria importante
determinar si Ias caracterlstlcas que hemos descrito se mantienen en dichas
subpoblaciones. ’

En nuestro estudio determinamos que las células progemtoras

morfoldgicamente normales de algunos pacientes con LMA poseen'un mayor

potencial de expansidn que aquellas provenientes de donadores sanos E: UleS

recientes han descrito diferencias inmunofenotipicas entre : pr ge‘nltores
A et al, 1997b;

en cuenta las

leucémicos y su contraparte normal en los pacientes con LM
Blair y Sutherland 2000; Jordan et al, .2000). Asi, " ‘to

diferencias en la expresion de antigenos de supert”cxer"ek eparar ambas

poblaciones de la muestra de un mismo paciente..C ‘I,lo'. otro aspecto

importante a evaluar y que tendria repercusion:a’ nlvel, co,-seria un estudio

comparativo entre las poblaciones de células hematopoyetlcas 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 éxpansién -en. los pacientes ‘con LMA, entonces se  podrian
manipular estas célllas para st posterior utilizacion en‘los transplantes autdlogos.
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X. CONCLUSIONES
En la altima década, se han planteado nuevos conceptos en la biologia de
la LMA. Hoy en dia, sabemos que este padecimiento” tiene™ su orlgen ensuna”
poblacron de células hematopoyéticas muy primitivas, las™ cuales m ntlenen la

formacion de las ceélulas malignas. El reto actual es la caracternzacxon func:onal y
molecular de esta poblacion, con la finalidad de desarrollar nuevas estrateglas
terapéuticas para mejorar el prondstico de los pacientes con esta ‘enfermedad. )

El presente estudio contribuye a dicha caracterizacion funcional bajo
condiciones in vitro. Asi, hemos demostrado que existe una disminucion en el :
numero de progenitores hematopoyéticos que dan lugar a la formacion de colonias®
morfologicamente normailes en los pacientes con LMA, ello probablemente corﬁo
consecuencia de la hematopoyesis normal deficiente que se presenta. en "Ia_
meédula dsea y lo cual se refleja en los estados de leucopenia que experumentan:f’

estos pacientes.
Ademas, determinamos que existe una disminucion en la produccnon de"

células hematopoyéticas en los LTBMC de pacientes con LMA con respecto a'los:
donadores normales, misma que se incrementa con |la adicion de rhGM CSF Sin

embargo, la adicién de este factor favorece el crecimiento de los p_rogenltoreS"-,

la recuperacion: ‘de

ampliamente utilizado--en .la clinica para

leucocitarias en los pacuentes que han sido sometidos a tratamle tos i con

enfermedad.

Por otra par‘te determinamos que en las células provenlentes

otros, un porcentaje elevado de ellas lo expresan. Debldo a lo anterlor este.
de pacientes con LMA, dado que en algunos pacientes no" se detecta su
presencia, lo cual hace suponer que el origen de la transformacién se lleva a cabo

en una poblacidon aun mas primitiva y con el inmunofenotipo CD34-CD38-lin-.
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