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RESUMEN

El estudio del Linfoma Difuso de Células Grandes (LDCG-B) a nivel de
ganglios linfaticos ha sido llevado a niveles extremadamente finos y especializados, sin
embargo hasta este momento no se sabe qué es lo que ocurre a nivel de las células
hematopoyéticas de la médula Osea en esta patologia. Asi pues, el objetivo del presente
trabajo fue estudiar a nivel molecular tres diferentes poblaciones celulares de médula 6sea de
pacientes con LDCG-B. Se analizaron tres poblaciones: células mononucleares, poblacién
compuesta predominantemente de células maduras (Poblacion 1); células CD34+LIN-
(Poblacion 1) y células CD34+CD38-LIN- (Poblacion 111), ambas enriquecidas en
progenitores hematopoyeticos primitivos, siendo la segunda mas primitiva que la primera.
En dichas poblaciones llevamos a cabo el analisis de la expresion de cuatro genes - ICE, C-
MYC, BCL-2 y P53 -, los cuales son claves en procesos celulares como proliferacion y
apoptosis. Con base en nuestros resultados, nosotros podemos concluir que, contrario a lo
que comunmente se piensa, la médula 6sea de estos pacientes no es completamente normal,
sino que presenta diferencias sutiles en la expresion genética y de proteinas de dichas
moléculas en células progenitoras hematopoyeticas. Es posible que las deficiencias en los
potenciales de proliferacion y expansion reportadas previamente en estos pacientes
(Martinez-Jaramillo, 2004) pudieran ser explicadas por las alteraciones moleculares aqui
detectadas. En este momento la identidad de la célula a partir de la cual se origina el
linfoma es materia de controversia, por lo que no podemos descartar si los fendémenos
observados en las diferentes poblaciones hematopoyeticas analizadas son las alteraciones
primarias que dieron origen al linfoma o si son un reflejo de la enfermedad que se esta

desarrollando en ganglios linfaticos.



ABSTRACT

The study of Diffuse Large Cell Lymphoma-B (DLCL-B) at the lymph nodes
has been taken to extremely fine and specialized levels, however what happens in this
pathology at the level of hematopoietic cells from the bone marrow is not known at this
moment. The objective of the present work was to study three different bone marrow cell
populations from DLCL-B patients at the molecular level. Three populations were analyzed:
mononuclear cells, composed mainly of mature cells (Population I); CD34+LIN- cells
(Population 1) and CD34+CD38-LIN- cells (Population Il1), both enriched in primitive
hematopoietic progenitors, being the second population more primitive than the first one. In
these cell populations we analyzed the expression of four genes — ICE, C-MYC, BCL-2 and
P53 — which play key roles in cellular processes like proliferation and apoptosis. Based on
our results, we can conclude that, on the contrary to the common though, the bone marrow of
these patients is not totally normal, but have subtle differences in gene and protein expression
of these molecules in hematopoietic progenitors cells. It is possible that the previously
reported deficiencies in the proliferation and expansion potentials in these patients (Martinez-
Jaramillo, 2004) might be explained by the molecular changes detected here. At this moment
the identity of the cell from which the lymphoma originates is a matter of controversy,
therefore we can not exclude that the phenomema observed in the different hematopoietic
populations we analyzed, are the primary alterations which give origin to the lymphoma or if

they are a reflection of the disease that is developing in the lymph nodes.



I. INTRODUCCION

Los linfomas constituyen un grupo heterogéneo de desordenes hematoldgicos
del linaje linfoide, considerados como neoplasias del sistema linfatico. En la mayoria de los
casos (60%), se desarrollan en los ganglios linfaticos, sin embargo, dado que la linfa circula a
lo largo de todo el cuerpo, se pueden generar en otros sitios anatdmicos (Stein H et al 2001).
En base a la morfologia celular que presente el tumor, los linfomas se clasifican en linfomas
tipo Hodgkin (LH) y linfomas no Hodgkin (LNH). La incidencia de los LNH se ha
incrementado dramaticamente en las Gltimas décadas; de ser un tipo de cancer relativamente
raro, ahora esta dentro los primeros cinco tipos de cancer mas comunes en los Estados Unidos,
reportdndose una incidencia de 17.9/100,000 sujetos, para los hombres y de 11.5/100,000
sujetos, para las mujeres. Es superado solamente por el cancer de prostata y el cancer de mama

(Cuneo y Castoldi, 2000).
De las variantes histologicas de linfoma, el Linfoma Difuso de Células
Grandes tipo B (LDCG-B) es el mas frecuente, representando del 38% al 78% del total de los
linfomas. Lo anterior ha traido como consecuencia un gran interés en su estudio, tanto a
nivel basico como clinico, con la finalidad de entender mas a fondo la biologia bésica de la

enfermedad, asi como la evolucion clinica del paciente.



I1. HEMATOPOYESIS

El término hematopoyesis proviene de los vocablos griegos haima - sangre y
poiein — hacer, que quiere decir formacion de la sangre. En el humano la hematopoyesis
embrionaria comienza en la estructura denomina aorta, gonada, mesonefro (AGM) junto con
el saco vitelino; posteriormente continua en el higado y en el bazo denominandose como
hematopoyesis primitiva. Desde el sexto mes de desarrollo y durante toda la etapa pos-natal,
hasta la muerte del organismo, la médula Gsea se convierte en el principal 6rgano
hematopoyético.

La hematopoyesis se divide en dos grandes ramas: la mielopoyesis y la
linfopoyesis. A través del desarrollo de la mielopoyesis se forman los progenitores celulares
responsables de la produccion de eritrocitos, plaquetas, granulocitos (basofilos, eosindfilos y
neutréfilos) y monocitos; mientras que a través de la linfopoyesis se forman los progenitores
celulares que conducen a la generacion de las diferentes clases de linfocitos (T, B y NK)
(Figura 1).

Para el correcto desarrollo y funcionamiento de la hematopoyesis se requiere
de la presencia de factores de crecimiento, en su mayoria citocinas y quimiocinas, encargadas
de estimular o de inhibir la sobrevivencia y proliferacion celular.

Las moléculas de adhesion y sus receptores juegan un papel crucial en el
correcto funcionamiento del sistema hematopoyético ya que no sélo se encargan de mediar
las interacciones célula-célula y célula-matriz, sino que también son capaces de regular la
diferenciacién celular. Entre estas moléculas se encuentran las selectinas y las integrinas,
asi como moléculas de la familia de las inmunoglobulinas (Tabla 1) (Quesenberry JP y

Colvin AG, 2001, Abbound NC y Lichtman AM, 2001).
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Figura 1. Compartimentos del sistema hematopoyeético.- El sistema hematopoyético esta
constituido por 4 compartimentos principales I. Células seminales, Il. Células progenitoras,
I1l. Células precursoras y V. Células maduras circulantes. Todos ellos interactian de

manera directa con los componentes del microambiente hematopoyético.



TABLA 1. RECEPTORES Y LIGANDOS PRESENTES EN
CELULAS SEMINALES Y CELULAS

PROGENITORAS HEMATOPOYETICAS

LIGANDO RECEPTOR

VCAM VLA-4
Fibronectina VLA-5
Laminina VLA-6
Glicosaminaglicanos PECAM
Lewis X1 Sialil L-selectina
CD34 E-selectina
Acido hialuronico, colageno, adresinas CD44

Tomado de Quesenberry JP y Colvin AG, 2001



Para su estudio el Sistema Hematopoyetico ha sido dividido en cuatro

compartimentos, los cuales seran descritos a continuacion:

a. Céulas Seminales Hematopoyeticas (CSH)

Para que se lleve a cabo el proceso hematopoyético se requiere la
participacion de células especializadas, denominadas células seminales hematopoyéticas
(CSH), las cuales corresponden al primer compartimento celular hematopoyético. Para que
una celula sea considerada como CSH debe de cubrir tres caracteristicas principales: la
primera de ellas es que sea multipotente, es decir que tenga la capacidad de generar, al
menos, los ocho linajes hematopoyéticos (linfocitos B 'y T, eritrocitos,
megacariocitos/plaquetas, basofilos/células cebadas, eosindfilos, neutréfilos/granulocitos, y
monocitos/macréfagos); la segunda es que posea un alto potencial de proliferacion; y la
tercera es que mantenga la capacidad de auto-renovacion (generar células hijas con
caracteristicas idénticas (Szilvassy, 2003). Las CSH tienen la caracteristica particular de
encontrarse principalmente en los estadios GO/G1 del ciclo celular, es decir en estado de
quiescencia, lo que las hace resistentes al tratamiento con fluorouracil o 4-HC (4-
hidroperoxiciclosfosfamida), con los cuales es facil separarlas de las células en divisién sin
afectar la habilidad de repoblar a largo plazo la médula 6sea.

Las CSH no pueden ser reconocidas morfolégicamente por lo que es necesaria
la identificacion de los antigenos de superficie que presentan (Mayani H, 1999). De ahi que
las CSH fueron inicialmente clasificadas en base a la presencia de la sialomucina CD34 en su
superficie celular (Mayani H, 1989, Bhatia M, 1998), asi como en su capacidad de
restablecer la hematopoyésis en ratones que habian sido previamente irradiados (Spangrude

GJ, 1988). La poblacion de células CD34+ se puede dividir de acuerdo a la expresion de
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diferentes antigenos de superficie. Asi, se sabe que las CSH carecen de antigenos presentes
en células maduras de diferentes linajes (LIN-), no expresan CD45RA (Landsorp PM, 1990),
CD38 (Terstappen LWMM, 1991) ni CD33 (Ogawa, 1993) pero si expresan Thy-1 o CD 90
(Baum CM, 1992 y Craig, 1993), y CD45RO0, c-Kit, FIk-2/FIt-3 y AC133 (Watt SM y Viseer
JW). Las principales diferencias inmunofenotipicas entre las CSH de raton y humano se

muestran en la Figura 2.
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FIGURA 2. ANTIGENOS DE SUPERFICIE EN CELULAS SEMINALES

HEMATOPOYETICAS DE HUMANO Y RATON

RATON HUMANO
Thy{ y-l Thy-1+ CD34+
NEGATIVAS
B220 CD10
Mac-1 CD14
Gr-1 CD15
CD3, 4, 8 CD16
TER 119 CD19

CD20

Tomado de Akashi K'y Weissman LI, 2001.
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b. Células Progenitoras Hematopoyéticas (CPH)

Las CPH conforman el segundo compartimento hematopoyético, estas células
han perdido la capacidad de auto renovarse y son generadas como resultado de la
diferenciacion de las CSH. Dentro de la poblacion de células CD34+ se puede encontrar una
gran proporcion de células progenitoras hematopoyéticas, las cuales tienen la capacidad de
formar colonias en cultivos semisolidos dado que poseen una gran capacidad proliferativa,
sin embargo no son capaces de mantener la hematopoyesis en estos mismos cultivos, ni de
restablecer la hematopoyesis in vivo (Szilvassy JS, 2003) (Figura 1). Este tipo particular de
celulas comienza a expresar marcadores especificos de linaje como por ejemplo el progenitor
comun para células linfoides expresa CD34 y CD10 y el progenitor comun para células
mieloides expresa CD34 y CD33. Para este grupo de células en particular se pueden tener
progenitores unipotentes, es decir que tiene la capacidad de dar origen a un solo tipo celular,
o0 del tipo bipotentes o tripotentes, para generar dos o tres linajes celulares diferentes. En la
Tabla 2 se muestran las principales diferencias entre las CSH y las células progenitores

(Quesenberry JP y Colvin AG, 2001).
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TABLA 2. PRINCIPALES DIFERENCIAS ENTRE CELULAS SEMINALES Y

CELULAS PROGENITORAS HEMATOPOYETICAS

CARACTERISTICA CSH CPH

1. Potencial proliferativo Alto Mas limitado

2. Autorenovacion Si No

3. Potencial de diferenciacion Todos los linajes Restringido
linfohematopoyeticos

4. Ciclo celular Quiescente Activo

5. Requerimiento de citocinas Gran cantidad para Restringido
mantener el fenotipo

6. Origen celular Desconocido CSH

7. Tincion con Rodamina & Tenue Fuerte

Hoechst

8. Hematopoyesis a largo plazo Si Limitada

(in vivo)

9. Adherencia al estroma medular Si Variable

Modificado de Quesenberry JP y Colvin AG, 2001.

Hematopoyética, CPH.- Célula Progenitora Hematopoyetica.

14

CSH.- Célula Seminal




c. Precursores Hematopoyéticos y Células circulantes

El tercer compartimento esta formado por las células precursoras, las cuales
ya son reconocibles por su morfologia celular y expresan en su superficie los antigenos
caracteristicos de cada linaje en particular; estas Gltimas dan origen directamente al cuarto

compartimento formado por las células maduras circulantes (Mayani, 1999) (Figura 1).

d. Microambiente Hematopoyético

Para el correcto desarrollo y funcionamiento del sistema hematopoyético es
necesaria la presencia del microambiente hematopoyético, el cual es una estructura
tridimensional compleja altamente organizada, que regula la localizacion y fisiologia de las
células hematopoyéticas. Dicho microambiente consiste en células del estroma como
macréfagos, adipocitos y fibroblastos, ademas de células accesorias y sus productos (matriz

extracelular y citocinas) (Mayani, 1992, Perkin S, 1998).
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I1. LAS CELULAS LINFOIDES
a. Linfocitos Ty B

Los linfocitos son las células efectoras del sistema inmune, ya que son las
células responsables de reconocer, responder y eliminar de manera especifica a sustancias
extrafias o ajenas al organismo. Pueden ser claramente distinguidos de las células no
linfoides por su morfologia, aunque recientemente se utiliza el marcador de superficie CD3
para poder diferenciarlos de células que no pertenecen a esta estirpe.

Los linfocitos T son los responsables de controlar la inmunidad mediada por
células y corresponden entre el 65-85% de la poblacion de linfocitos circulantes. En base a
sus funciones efectoras han sido divididos en dos grupos: los linfocitos T cooperadores, que
expresan en su superficie el antigeno CD4, y los linfocitos T citotdxicos, que expresan el
antigeno CD8. Los linfocitos CD4 a su vez se pueden dividir en linfocitos T CD4 Thly
Th2, esto en base a funciones particulares de cada célula y a su capacidad para producir tipos
especificos de citocinas. Tanto los linfocitos CD4 como los CD8 son capaces de reconocer
antigenos a traves de receptores en su superficie, denominados receptores de células T o
TCR.

Los linfocitos B son los responsables de la inmunidad humoral y comprenden
entre el 5-15% de los linfocitos circulantes. También son capaces de reconocer antigenos por
medio del receptor de células B o BCR, pero a diferencia de los linfocitos T son las Unicas
células capaces de producir anticuerpos y de expresarlos en su superficie. Las células B
especializadas en la produccion de anticuerpos son conocidas como células plasmaticas.
Estas, pueden especializarse aun méas y generar células B de memoria, las cuales tienen la
capacidad de responder de manera rapida y eficiente en encuentros subsecuentes con los

antigenos que las activaron por primera vez.
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Durante su maduracion y diferenciacion, los linfocitos atraviesan por una serie
de mecanismos denominados recombinacion somatica e hipermutacion somatica, con la
finalidad de que se produzcan receptores de antigenos eficientes (TCR y BCR) que solo
reconozcan lo extrafio y no lo propio, y por lo tanto, que sean activados eficientemente. En
el caso de las células B, ademas de los procesos anteriores, requieren de procesos como la
generacion de diversidad y la eleccion del anticuerpo que se va a producir. Todos estos
mecanismos se llevan a cabo a través de una serie de pasos que ocurren durante la
linfopoyesis (generacion de células linfoides). Si ocurren fallas durante este proceso, la

mayoria de las veces los linfocitos estaran destinados a morir (LeBien T, 1997).

b. Linfopoyesis

La linfopoyesis es el mecanismo por el cual se forman los linfocitos y por el
cual las células linfoides atravesaran por diferentes estadios de diferenciacion y maduracion.
A partir de la CSH se genera el progenitor linfoide comun (PLC), el cual es capaz de dar
origen a linfocitos T, B y NK y células dendriticas, pero no a células mieloides. Dicha célula
se caracteriza por la presencia de los antigenos de superficie CD34, CD10, CD45RA (Galy,
1995) y CXCR4 (Ishii, 1999).

A partir del PLC es que ocurre la separacion dentro de la linea linfoide, tanto
para el linaje de células B, como de células T. Mientras que el progenitor de células B (PLB)
permanece en la médula dsea y expresa los antigenos CD34, CD38, CD10 y CD19 (Loken,
1987), el progenitor de células T (PLT) sale de la médula Gsea para migrar al timo, en donde
continua y finaliza su maduracion; dicho progenitor expresa los antigenos CD34, CD38,
CD10 y CD7 (Spits, 1998). Estos progenitores para su desarrollo y proliferacion requieren
de la interaccion con los elementos del estroma de la médula 6sea y con citocinas como la

IL-7, stem cell factor (SCF), e IL-3.
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Una vez que se han formado los progenitores linfoides (PLB y PLT), procede
la generacion de los precursores linfoides, en este momento aun se discute la existencia de
algun precursor comdn para linfocitos T y B. Durante el paso de progenitor a precursor,
tanto de células B como de células T, sufren los procesos de recombinacion somatica para los
genes V (variables), D (diversidad), J (unién), correspondientes a los receptores de antigeno
y para los genes de inmunoglobulinas (esto s6lo en células B), que serviran para la
generacion del repertorio de células T y B que el organismo necesita. Posteriormente, se
pasa al estadio de linfocitos B inmaduros, que presentan inmunoglobulina M en su superficie,
mientras que los linfocitos T ya presentan su TCR particular completamente formado y
empiezan a expresar los antigenos de superficie CD4 y CD8. Cuando los linfocitos B
presentan su receptor de antigeno en la superficie, ademés de IgM e IgD, estan listas para
abandonar la médula 6sea, como células naive o que no han tenido contacto con antigenos.
Los linfocitos T estard&n maduros cuando tengan definido en su superficie el antigeno CD4 o
el CD8 vy el receptor para antigeno completo; en este momento podran abandonar el timo y
junto con los linfocitos B migrar hacia la circulacion y poblar los érganos linfoides
secundarios, listos para montar respuestas inmunes (Figura 1y 3) (LeBien, 1997).

Dentro de la médula 6sea se forman progenitores hematopoyéticos linfoides,
tanto de tipo B como de tipo T, sin embargo, estas células difieren en cuanto al sitio
anatémico en el cual terminan su maduracion. Mientras que los progenitores de linfocitos T
migran al timo, los progenitores de linfocitos B completan este proceso dentro de la médula
0sea. Cuando ambos tipos de linfocitos completan su maduracion, migran hacia 6rganos
linfoides secundarios como los ganglios linfaticos, las amigdalas y tejido linfoide asociado a
mucosas (Figura 1y 3) (LeBien, 1997, LeBien 2000).

Los ganglios linfaticos no constituyen 6rganos linfopoyéticos, pero se les

considera como 6rganos linfoides secundarios que forman parte del sistema linfatico. Seran
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descritos ya que, como se vera mas adelante, son los principales sitios anatomicos en donde
se generan los linfomas. La funcién principal de estos 6rganos es la de actuar como filtros a
medida que la linfa circula a través del cuerpo. Estan constituidos principalmente por
linfocitos T y By se distribuyen en las axilas, cuello, ingles, pecho, abdomen, etc.

Su estructura general consiste de corteza, capsula, foliculos, centros
germinales, corteza parafolicular, sinusoides, asi como venas linfaticas aferentes y eferentes.
La corteza esta formada por foliculos, los cuales son estructuras esféricas organizadas por
linfocitos B virgenes, que no han tenido contacto con antigenos, denominados foliculos
primarios. Cuando estas células son estimuladas comienzan a proliferar y forman los centros
germinales, los cuales se encuentran rodeados por otro tipo de linfocitos mas pequefios que
forman la zona del manto. A este conjunto de células se les denomina foliculo secundario.
La para-corteza es la region en la que se encuentran linfocitos T y células dendriticas listas
para estimular a los linfocitos B a través de los mecanismos de presentacion de antigenos.
En la médula, se encuentran los sinusoides linfoides formados basicamente por linfocitos y
macrdfagos; también se encuentran los cordones medulares, formados por células

plasmaticas.
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Figura 3. Linfopoyesis.- Las Células Seminales Hematopoyeticas (CSH) dan origen a los
Progenitores Linfoides Comunes (PLC) presentes en la médula dsea, los cuales son capaces

de generar los diferentes tipos de linfocitos T, B, NK y células dendriticas. Tomado de

LeBien, 2000.
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I11. LINFOMAS

El término linfoma se utiliza para denominar a las neoplasias que se
desarrollan en el sistema linfatico. Es precisamente en las células de este sistema en donde
se generan los denominados Linfomas no Hodgkin (LNH) y los Linfomas tipo Hodgkin
(LH). Los LH se diferencian de los LNH en base a un tipo celular particular que los forma,
denominado células Reed-Sternberg. A diferencia de los LNH los LH surgen en un solo
ganglio y se propagan caracteristicamente a los ganglios de la vecindad (Cotran, 2001).

Como toda enfermedad clonal, los linfomas se derivan de una sola célula que
ha sufrido una transformacion maligna. Los LNH tienen caracteristicas semejantes a la
célula de la cual se originaron, por lo que su diagnostico y clasificacion resultan complicados
debido a que provienen de celulas linfoides normales, las cuales atraviesan por una gran
variedad de estadios morfoldgicos durante su desarrollo y diferenciacion. Asi pues, los LNH
pueden originarse en cualquier punto durante dicho proceso de maduracion. La mayoria de
los LNH se derivan de linfocitos B, menos del 10% son derivados de células T y una porcion
similar no presenta marcadores para ninguno de los dos linajes (Harris, 1994, Hiddeman,
1996).

Algunos de los factores de riesgo asociados a los LNH son la edad y el sexo;
de hecho, la probabilidad de desarrollar esta enfermedad aumenta con la edad y es mayor en
hombres que en mujeres. También la historia familiar de enfermedad es un factor muy
importante, ya que incrementa el riesgo de padecer linfoma en unas 3 6 4 veces. Los
linfomas son mas comunes en personas con inmunodeficiencias hereditarias, como en la
ataxia-telangiectasia, agamaglobulinemia de Bruton, inmunodeficiencia severa combinada,
sindrome de Wiskott-Aldrich, sindrome de Duncan y sindrome Chediak-Higashi. Los
desordenes autoinmunes como artritis reumatoide, sindrome de Sjogren y el lupus

eritematoso sistémico resultan factores de riesgo para el desarrollo de LNH. Los agentes
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infecciosos como el virus Epstein-Barr, el virus de la hepatitis C, el virus de la leucemia
humana de celulas T tipo 1 (HTLV-1), el virus de la inmunodeficiencia adquirida (VIH), asi
como la infeccion con Helicobacter pylori, son factores de riesgo importantes que
incrementan las posibilidades para desarrollar LNH. Los factores ambientales como la
exposicion a pesticidas, herbicidas, solventes y fertilizantes, también son factores de riesgo
para el desarrollo de linfomas (Greiner, 1995).

La clasificacion clinica de los linfomas ha sufrido cambios. Inicialmente se
utilizé la clasificacion de Ann Arbor, la cual divide en cuatro etapas a los LNH de acuerdo a
su localizacion, siendo la Etapa | cuando el tumor se encuentra en un solo sitio anatémico, ya
sea ganglionar o en cualquier otra parte del cuerpo, Etapa Il si el tumor se encuentra en dos o
mas sitios anatomicos del mismo lado del cuerpo, Etapa Ill cuando existe una cantidad
indeterminada de tumores en ambos lados del cuerpo, pero no afectan la MO ni el sistema
nervioso central. Finalmente la Etapa IV, cuando el tumor ha afectado la MO o el sistema
nervioso central.

El indice Internacional de Factores Prondsticos (IP1) propone como factores
adversos aplicables a los LNH: edad de 60 afos, etapas Il y IV, que se encuentre
involucrado méas de un sitio extraganglionar y niveles de deshidrogenasa lactica (DHL)
mayores de lo normal. En base a este indice se pueden estratificar grupos de riesgo en base
al nimero de factores adversos del IPI que presente un paciente en particular, de tal forma
que un indice de 0-1 indica riesgo bajo o buen pronéstico; indice de 2 indica riesgo bajo-
intermedio de mal prondstico; indice de 3 indica riesgo alto-intermedio de mal prondstico;
indice de 4-5 indica riesgo alto de baja sobrevivencia (The International Non-Hodgkin’s
Lymphoma Prognostic Factors Project 1993).

El tratamiento de los LNH es muy especifico para cada variante, y viene

determinado por su estadio, grado, tipo histoldgico y el IPI. EIl tratamiento se basa
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fundamentalmente en quimioterapia con diversos citotoxicos (Gordon, 1992). Cuando las
dosis de ésos se incrementan, se requiere el uso de factores estimuladores de colonias
(Avilés, 1995). También se utilizan tratamientos con interferon o (Smalley, 1992, Avilés,
1992) asi como tratamientos con trasplante de células hematopoyéticas (Haouin, 1994).

La clasificacién histoldgica de los linfomas ha sido modificada varias veces.
La primera clasificacion fue la de Liag y Mallury en 1941, siendo modificada por Rappaport
en 1966; seguida por la clasificacion de Kiel, (Stansfeld, 1988) y Lukes y Collins (Lukes y
Collins, 1974). En 1982 se publicd la Formulacion de Trabajo la cual fue ampliamente
utilizada. Dicha clasificacion menciona que los linfomas se derivan de células B o T/NK e
incluye nuevos subtipos que antes no se consideraban. Esta resultd ser una clasificacion
sencilla para su utilizacion en la practica clinica, ya que se basa predominantemente en el
patron de crecimiento celular pero sobre todo en su evolucion clinica con tres etapas de
riesgo: alto, intermedio y bajo. La Revision Europeo-Americana del Linfoma (REAL),
desarrollada en 1994, fue el primer intento de tener una clasificacion clinico-patoldgica
(Tabla 3). (Harris, 1994, Harris, 1995). Esta clasificacion fue validada a través de un estudio
multi-institucional. Dicho estudio mostr6 que la clasificacion REAL no solo es reproducible
sino clinicamente relevante. En 2001 se publicé una nueva clasificacion de los tumores
linfoides y hematopoyéticos auspiciada por la Organizacion Mundial de la Salud.
Basicamente es una actualizacion de la clasificacion REAL con cambios menores, ahora
agrupando a los LNH en: poco agresivos, agresivos y altamente agresivos (Chan, 2001).

Es importante resaltar que ain cuando la lista de los LNH es muy larga, en la
practica clinica solamente 6 entidades cubren cerca del 80% de todos los linfomas en adultos
(Tabla 4). Para los casos de LNH en nifios, 3 entidades son las que cubren la mayoria de los
casos (Tabla 5). (Chan, 2001). Como se puede observar, tanto en adultos como en nifios el

LDCG-B ocupa un lugar importante.
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TABLA S

CLASIFICACION DE LOS LINFOMAS NO HODGKIN

NEOPLASIAS DE CELULAS B

I. NEOPLASIAS DE PRECURSORES DE CELULAS B
Linfoma /Leucemia linfoblastica

Il. NEOPLASIAS DE CELULAS B PERIFERICAS
Leucémia linfocitica cronica de células B
Linfoma linfoplasmacitoide
Linfoma de células del manto
Linfoma de centro folicular (grado I, grado Il y grado 1)
Linfoma de la zona marginal
Linfoma esplénico de la zona marginal (entidad provisional)
Leucemia de células vellosas
Plasmacitoma/Mieloma
Linfoma difuso de células grandes
Linfoma de Burkitt

Linfoma parecido al de Burkitt

NEOPLASIAS DE CELULAS T

I. NEOPLASIAS DE PRECURSORES DE CELULAS T
Linfoma/Leucemia linfoblastica

Il. NEOPLASIAS DE CELULAS T Y CELULAS NK
Linfoma linfocitico crénico/Leucemia prolinfocitica
Leucemia linfocitica granular (tipo T y tipo NK)
Micosis fungoide/Sindrome de Sezary
Linfoma periférico de células T
Linfoma angioinmunoblastico
Linfoma angiocéntrico
Linfoma intestinal
Linfoma/Leucemia de células T adultas

Linfoma anaplésico de células grandes

Modificado de Harris, 1994.
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TABLA 4

LNH MAS COMUNES EN ADULTOS

1. Linfoma difuso de células grandes tipo B 31%
2. Linfoma folicular 22%
3. Leucemia linfocitica cronica tipo B/ linfoma linfocitico pequefio 6%
4. Linfoma de células del manto 6%
5. Linfoma de células T periféricas 6%
6. Linfoma de células B de la zona marginal 5%

Tomado de Chan, 2001

TABLAS

LNH MAS COMUNES EN NINOS

1. Linfoma linfoblastico 35%
2. Linfoma de Burkitt 35%
3. Linfoma difuso de células grandes tipo B 6%

Tomado de Chan, 2001
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IV. LINFOMA DIFUSO DE CELULAS GRANDES

En el presente trabajo nos enfocamos al estudio de uno de los subtipos de
LNH méas comunes, el LDCG-B. Esta patologia constituye del 30 al 40% de los linfomas en
adultos, con una mediana de edad en la 6 década, aunque se diagnostican casos en todas las
edades presentando una incidencia anual en los EUA que excede los 25,000 casos al afio
(Alizadeh, 2000). ElI LDCG-B puede presentarse de novo o puede derivar de la
transformacion de linfomas foliculares y de manera menos frecuente de linfomas de la zona
marginal. (Stein, 1992). Se desarrolla como una masa tumoral sintomatica en un solo
ganglio, aunque también puede presentarse de manera extraganglionar (en sitios como la piel,
el tracto gastrointestinal, testiculos, tiroides, mama, sistema nervioso central, hueso y MO) en
un 40% de los pacientes. (Harris, 1994, Harris, 1995).

Los estudios acerca de la epidemiologia de los LNH en México son escasos,
sin embargo existe un estudio del afio 1998, en donde se analizaron 264 pacientes con LNH y
se encontrd que dentro de los linfomas ganglionares, la variante difusa de células grandes
corresponde al 14%, mientras que el difuso con células mixtas corresponde al 20%. El 66%
de los casos correspondieron al linaje B y el 25% al tipo T. (Ortega, 1998). En el Hospital
de Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS, los LDCG-B ocupan el 52%
del total de los linfomas que son atendidos (datos en el archivo).

La morfologia histolégica de las células presentes en el LDCG-B se
caracteriza por células linfoides de tamafio relativamente grande (generalmente de cuatro a
cinco veces el didmetro de un linfocito normal) y un patrén de crecimiento difuso. Las
células presentan nucleos redondos u ovales que pueden estar multilobulados o hendidos;
ademas de contener 2 o 3 nucleolos por célula, los cuales se encuentran pegados a la
membrana y citoplasma basofilo (Cotran, 2001). Las células del LDCG-B se parecen a los

centroblastos (células grandes no hendidas, cuyos nucléolos se sitlan junto a la membrana
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nuclear) o a los inmunoblastos (células con citoplasma abundante y con 1 6 2 nucleolos)
(Gomez, 2002) (Figura 4).

De acuerdo con la clasificacion REAL (Harris, 1994, Harris, 1995), las células
tumorales del LDCG-B combinan las categorias de células grandes e inmunoblasticas de la
Formulacién de Trabajo y presentan el siguiente inmunofenotipo: Sig™", Clg*", CD45"",
CD5"", CD10™, con los siguientes antigenos asociados a células B: CD19, CD20, CD22,
CD79a. Pueden presentar marcadores de activacion como HLA-DR y CD23, ademas de que
la mayoria de las células ya presentan rearreglos en los genes de las inmunoglobulinas. La
clasificacion REAL considera que la contraparte normal del LDCG-B son las células B
periféricas en proliferacion (Jiménez-Zepeda, 1998, Harris, 1994), sin embargo, otros autores
sugieren que la contraparte normal podrian ser células de origen folicular o post-folicular que
han tenido contacto con antigenos y que han comenzado a sufrir hipermutaciones somaticas
dentro de la region variable de las inmunoglobulinas. (Cuneo, 2000) (Tabla 6).

Segun la Formulacién de Trabajo, un 79% de los LDCG-B son del tipo B, un
16% son de células T y un 5% presenta los 2 tipos celulares o no se pueden clasificar. Como
se menciond anteriormente la clasificacion REAL fue revisada y reorganizada en base al
curso clinico de los linfomas, de tal forma que el LDCG-B quedo agrupado dentro de la
categoria de los linfomas agresivos con riesgo intermedio. (Hiddemann, 1996).

Los pacientes con LDCG-B presentan una evolucién clinica que consiste en la
aparicion de una masa de crecimiento rapido, situada en una sola region ganglionar o
extraganglionar. Aunque puede ser muy variable, la primera manifestacion puede aparecer
en el tubo digestivo, la piel, huesos o cerebro. También suelen estar afectados el anillo de
Waldeyer y los tejidos linfaticos de la orofaringe (amigdalas y adenoides); asi mismo, el
higado y el bazo pueden encontrarse alterados. ElI LDCG-B resulta ser un tumor muy

agresivo, dado el gran numero de alteraciones genéticas que presenta, de ahi que puede
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producir la muerte del individuo si no se trata rapida y adecuadamente (Cotran, 2001). Todo
lo anterior pone de manifiesto la importancia de conocer y evaluar las principales
alteraciones moleculares que se presentan en este tipo de linfoma, ya que esto podra

contribuir al desarrollo de mejores metodos diagnosticos y de prondstico.
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Figura 4. Linfoma Difuso de Células Grandes B.- A y B) Estructura normal de un
ganglio linféatico, en donde se muestran los nédulos y centros germinales que lo conforman.
C y D) Cortes histologicos de un ganglio linfatico con LDCG-B, en donde se observa como
se pierde la estructura normal del mismo, de tal forma que ya no se observan nodulos ni
centros germinales. Los ganglios son invadidos por células linfoides de 4 a 5 veces méas

grandes que los linfocitos normales, las cuales presentan de 2 a 3 nucleolos por célula.
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Immunoglobulin - Somatic Ig Corresponding
B-Cells Genes Mutations  Protein Marker Lymphoma
Foreign antigen  Stem call Germ Ena Mane Mane Cha4 Bone marrow
independeant Pra-B-call 3 Gierrn Bne Mane Mone C01a, CO7aa,
BSAP CDa4,
CO10, TdT
Pra-B-gall * IgH rearrangament  MNone g C019,C0O45R,  B-LBUALL
p-chain CD79a, BSAR
(Cytoplasm) CD34, CDno,
TdT
Immature B-Call  IgLA0aH- Mane lghd CD19, Ch2o,
rearrangemants {Mambrana) CO45R, CO79a,
¥ Igh {Marmibrarns) COMoBsAP ¥
Foreign antigen  Mature nalve IgHL Mane IghiigD CO1a, chza, B-CLL,MCL Peripheral
dependent Becall rearangemants ChasR, CD73a, lymphoid
lgh und ko BSAP COs tissue
(Mambrana)
Garmmal Centar IgHTL riroduction COia, Coza, BL,FL,
(CB and CC) raarrargemants afl somalic  (minimal  CD45R,CD73a, LPHL, DLBCL,
Class switch mulations  orabsenl) BSAR CDI0, cHLS
BCLG
Memory B-Call  IgHL Somalic kM CO1g, cD20, MZL, B-CLL
rearrangemants mutations Ch4sR.CO79a,
¥ BSAP
Terminal Plasmacell IgHL Somalic lgG=lgh= CD38, Vs3ac, Plasmacytoma/
Differantiation raarrangemants mutations gD MUM-1,C0132  myeloma

de Stein, 2001.
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Tabla 6. Desarrollo de linfocitos B y los correspondientes linfomas que se pueden
generar en cada estadio linfoide. Dentro del rectangulo se encuentra el LDCG-B (DLBCL)
el cual se propone que tiene su origen a partir de linfocitos B de centros germinales, que ya
presentan los rearreglos de cadenas ligeras y pesadas de inmunoglobulinas y que han sufrido

introduccion de mutaciones somaticas, ademas se muestra el inmufenotipo celular. Tomado



a. Marcadores moleculares del LDCG-B

Una de las principales alteraciones genéticas que se presenta en el LDCG-B es
a nivel del gen bcl-2, el cual estd involucrado en promover la sobrevivencia celular, ya que
tiene funciones antiapoptéticas, de tal forma que cuando se encuentra alterado provee de
ventajas para sobrevivir a las células tumorales pero con una baja proliferacion. (Korsmeyer,
1999). La expresion alterada de este gen puede ocurrir como consecuencia de la
translocacion t(14;18)(q32;921), en donde la porcion 5° del gen bcl-2 se transloca al
cromosoma 14, junto a los genes JH de las inmunoglobulinas, lo que da como resultado un
incremento en la transcripcion y la expresién de la proteina bcl-2, (Ngan, 1988) y por
consiguiente una inhibicién de los procesos de muerte celular programada o apoptosis.

Los rompimientos del gen bcl-2 se llevan a cabo en la regiéon de rompimiento
principal, lo que ocurre en el 60% de los linfomas, y en la regién de agrupamiento menor,
esto Ultimo es observado en el 30% de los casos de LNH (Monni, 1999). EI rearreglo
cromosomico se presenta en un 10% a 30% de los casos de LDCG-B y la sobre-expresion de
la proteina se presenta en un 22-80% de los pacientes. (Perscarmona, 1997, Monni, 1997).
Se sabe que la sobre-expresion de la proteina bcl-2 es un factor pronéstico para falla al
tratamiento y la presencia del rearreglo cromosémico se utiliza para determinar el pronostico
clinico del paciente. (Gascoyne, 1997, Kramer, 1998).

Por medio del andlisis para detectar alteraciones en el nimero de copias en el
DNA (Hibridaciéon Gendmica Comparativa) (Kallioniemi, 1992), fue posible detectar
amplificaciones del gen bcl-2, especificamente en la region 18921, en un 21% de los
pacientes con LDCG-B analizados, pudiéndose encontrar hasta 4 o mas copias del mismo

(Monni, 1996). Este gen puede estar sobre-expresado en el 31% de los linfomas,
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independientemente de la presencia de la translocacion t(14;18), siendo este otro de los
mecanismos importantes para la activacion de bcl-2 y los desordenes linfoproliferativos.
Cabe sefialar que este gen también se puede translocar a cromosomas diferentes del 14, como
son el 1, el 16 y el 19. Ademas, puede tener mutaciones que eviten su unién con otros
miembros de la familia de bcl-2 y con genes supresores de tumor (Monni, 1997),
impidiéndose, con esto, que lleve a cabo sus funciones antiapoptdticas normales. Resulta
interesante sefialar que las mutaciones presentes en este gen se han asociado con la
transformacion del linfoma folicular a LDCG-B (Matolcsy, 1996).

Existen estudios que se han enfocado a analizar la expresion de reguladores
apoptéticos en LNH, encontrando que el LDCG-B presenta los niveles mas bajos del
regulador antiapoptético bcl-2 y los mas altos del regulador proapoptético bad, en
comparacion con otros LNH. Con este estudio se demuestra la gran heterogeneidad
molecular que pueden presentar los diferentes tipos de LNH (Xerri, 1999). También se ha
estudiado la expresion de las proteinas bcl-2, bcl-X y bax (gen proapot6tico) en pacientes con
LDCG-B quimioresistente, encontrandose que solas o en combinacién, dichas proteinas estan
asociadas con la quimioresistencia en pacientes de sobrevida corta. Ademas, se ha visto que
bcl-X resulta ser un poderoso potenciador de los efectos de induccion de sobrevivencia
celular que puede llevar a cabo bcl-2 (Bairey, 1999, Hermine, 1996).

La relacién que se puede presentar entre la expresién de bcl-2, p53 (gen
supresor de tumor) y la proliferacion tumoral ha sido estudiada para tratar de relacionar estos
parametros con la resistencia a drogas en LNH. Se encontraron alteraciones en p53
(mutaciones o sobrexpresion), en un 21% de los pacientes (16 de 75) y de éstos, el 56% fue
mas susceptible a generar resistencia a drogas, en comparacion con los que tenian p53
normal, ademas de tener progresion libre de enfermedad y sobrevida, significativamente mas

cortas (Ichikawa, 1992, Farrugia, 1994, Wilson, 1997). En contraste con los trabajos
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mencionados anteriormente, para bcl-2 no se encontrd asociacion significativa entre su
expresion y la resistencia a drogas. Sin embargo, cuando esta proteina estaba sobrexpresada
en pacientes que presentan linfomas con histologia de grado intermedio (53%), se tendio a
generar resistencia a drogas, encontrandose una asociacion significativa entre niveles altos de
bcl-2 y proliferacion baja del tumor (Wilson, 1997).

Otro gen relevante en el estudio del LDCG-B es el gen c-myc, el cual es una
fosfoproteina nuclear que regula la progresion del ciclo celular, la inmortalizacion, la
apoptosis y la diferenciacion celular (Ryan, 1996). EI gen c-myc se encuentra involucrado en
la translocacion t(8:14)(g24;032), la cual da como resultado la fusion de los genes c-myc e
inmunoglobulinas; esto trae como consecuencia su desregulacién genética y su sobre-
expresion (McKeithan TW, 1990). Esta translocacion se encuentra en la mayoria de los
linfomas de Burkitt, sin embargo, también se presenta en un 15% de los casos de LDCG-
B.(Chenevix-Trench, 1986). Ademéas de la translocacion mencionada, este gen puede
presentar otro tipo de alteraciones genéticas como mutaciones en la region de unién a las
proteinas con las que interacciona (Bradley, 1993). Incluso se ha detectado que en células
malignas de linfoma la proteina c-myc puede ser mas estable que en células normales, lo
anterior se ha asociado con la transformacion de linfomas de centro folicular de bajo grado
hacia LDCG-B de alto grado (Albalwi, 1999).

El gen bcl-6 es un factor de transcripcion muy importante en el desarrollo,
diferenciacion y control del ciclo celular de los linfocitos B; particularmente esta involucrado
en la formacién de centros germinales (Shaffer, 2000). En un 35% de los casos de LDCG-B,
se encuentra alterado a través de la translocacion t(3,14)(q27;932) (Kerckaert, 1993,
Ohshima, 1997). Puede estar fusionado con porciones de genes diferentes a los de las
inmunoglobulinas, como el gen lkaros (Hosokawa, 2000); este tipo de arreglos son

indicadores de mal prondstico (Akasaka, 2000). También puede estar alterado por
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mutaciones somaticas en el 50% de los pacientes (Vitolo, 2002, Capello, 2000). Es
generalmente aceptado que las alteraciones en bcl-6, bcl-2 y myc representan las lesiones
primarias en la patogenia de los LDCG-B tipo B, y que las mutaciones en p53 y las
deleciones en 6q representan las lesiones secundarias (Volpe, 1996).

La caspasa 1 también conocida como ICE o interleukin-1B converting enzyme
es una proteasa de cisteinas que pertenece a la familia de las caspasas y se le considera dentro
del grupo de las caspasas iniciadoras de apoptosis, ademas de jugar un papel importante en
los procesos inflamatorios (Strasser A et. al. 2000). Se sabe que esta molécula se encuentra
dentro de la cascada de sefializacién apoptética inducida por la via de Fas/APO-1/CD95
(Susin SA, et al. 1997). El papel que juega esta molécula en el desarrollo de los LDCG-B no
ha sido analizado, sin embargo se sabe que puede participar en la induccion de apoptosis en
células leucémicas y de mieloma (Mariani SM, et. al. 1997) asi como en los sindromes
mielodisplasicos (Mundle SD, 1996). Lo anterior la coloca como una molécula importante

para su estudio dentro de las neoplasias linfoides.

b. Avances recientes en el estudio molecular del LDCG-B

El LDCG-B ha sido estudiado por Alizadeh y colaboradores por medio de
microarreglos. Dicho grupo de investigacion construy6 una nueva version de microarreglo
denominado Linfochip. Esta nueva version incluye 18,000 genes provenientes de bibliotecas
de ADN complementario de centros germinales de células B, LDCG-B, linfoma folicular,
linfoma de células del manto y leucemia linfocitica cronica. Para su construccion también se
aplicaron genes inducibles durante la activacion por mitogenos y citocinas de linfocitos T y
B, asi como un grupo de genes que son importantes en la biologia del cancer. Utilizando este
Linfochip se caracterizaron los patrones de expresion genética de 3 neoplasias linfoides:

LDCG-B tipo B (n=42), linfoma folicular (n=6) y leucemia linfocitica cronica-B (n=11). De
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igual forma se obtuvieron los perfiles de expresion de muestras normales de linfocitos
activados, de amigdalas, de ganglios linfaticos, y de varias lineas celulares de linfoma y de
leucemia. Gracias al Linfochip fue posible clasificar al LDCG-B en dos subtipos
completamente diferentes, los cuales previamente no habian sido descritos (Alizadeh AA,
2000). EIl primer subtipo corresponde a aquel en el que se expresan genes gque regularmente
son expresados por los linfocitos B de centro germinal (LB-CG), mientras que en el otro
subtipo se expresan genes que regularmente son expresados en los linfocitos B activados de
sangre periférica (LB-SP). En la Tabla 7 se muestran los genes marcadores para cada uno de
los 2 subtipos identificados. El estudio también demuestra que el subtipo de LB-CG tienen
un mejor prondstico (76% de los pacientes siguen vivos después de 5 afios), que el subtipo de
LB-SP (16% de los pacientes siguen vivos después de 5 afios) (Alizadeh AA, 2000).

El Linfochip permitio diferenciar entre si diferentes neoplasias linfoides, a
través de la obtencion de lo que ahora se denomina como “huellas de expresion genética” o
“retratos moleculares”; ademas, permitié identificar entidades clinicas particulares, dentro
del LDCG-B tipo B, que no habia sido posible diferenciar. Por otra parte, hasta este
momento no se sabia a qué estadio de activacion y de diferenciacion, dentro de las diferentes
subpoblaciones de células B normales, correspondian los diferentes tipos de linfomas. Una
de las principales aportaciones generadas por el trabajo de Alizadeh y colaboradores, es que
en base a los patrones de expresidn genética se establecio la identidad de la subpoblacion de
células B normales a la que corresponden los dos subtipos de LDCG-B tipo B encontrados.

Aunado a lo anterior, mediante el uso de microarreglos de oligonucle6ticos en
combinacién con modelos matematicos, el grupo de Shipp y colaboradores han podido
predecir si el LDCG-B responderd, o por el contrario si sera fatal o refractario, al tratamiento
basado en ciclofosfamida, adriamicina, vincristina y prednisona. Ademas, estos autores

agruparon a los genes que son criticos para el prondstico del LDCG-B, dentro de los cuales
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se encuentran aquellos involucrados en la sefializacion del receptor de células B, las vias de
fosforilacion de serinas/treoninas y en diferentes vias de apoptosis (Shipp MA, 2002). Ese
mismo afio, como parte del Proyecto del “Perfil Molecular de los Linfomas/Leucemias”, se
utilizé el Linfochip en 236 pacientes que recibieron el tratamiento de quimioterapia
mencionado anteriormente. Una vez obtenidos lo patrones de expresion, se seleccionaron 16
genes para obtener un “molecular predictor” basado en aquellos genes que presentaron la
mayor variacion entre los diferentes subtipos de LDCG-B. Con los genes seleccionados, se
realiz6 un analisis a partir del cual fue posible predecir la sobrevivencia después del
tratamiento con quimioterapia a través de la generacion de un “marcador molecular para

predecir sobrevivencia” (Rosenwald A, 2002).
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TABLA7
NUEVA CLASIFICACION DEL LDCG-B

BASADA EN PATRONES DE EXPRESION GENETICA

LB-CG LB-SP
CD 10y CD38.- marcadores de superficie IRF4.- factor regulador de interferon
A-MYB.- factor nuclear FLIP.- regulador de apoptosis
OGGlI.- reparacion de DNA BCL-2.- gen anti apoptotico.

BCL-6.- maduracion de linfocitos B
BCL-7A. .- fisiologia normal de centros germinales

LMO2.- inhibidor de la diferenciacion de células B

LB-CG.- Linfocitos B de Centro Germinal

LB-SP.- Linfocitos B de Sangre Periférica
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V. ANTECEDENTES
a. LDCG-B: ¢Origen en medula 6sea?

La ontogenia de los linfomas malignos ha sido poco estudiada, aceptandose
que la transformacion maligna ocurre en algin estadio durante la linfopoyesis, lo cual da
como resultado la generacion de una clona que permanece detenida en algin punto en
particular del desarrollo, por lo que presenta muy poca diferenciacion posterior. El origen de
las alteraciones responsables de la generacion del LDCG-B no esta del todo entendido, sin
embargo, se ha planteado la posibilidad de que en el LDCG-B, al igual que en otras
neoplasias hematoldgicas, la transformacion maligna se lleve a cabo en una célula primitiva
presente en la médula dsea, la cual migre hacia tejidos linfaticos y sea ahi en donde se hagan
evidentes las manifestaciones de la enfermedad. EI concepto anterior acerca de que los
linfomas no-Hodgkin puedan tener su origen en la médula 6sea ya ha sido mencionado con
anterioridad (Staples WG, 1977), basandose principalmente en la existencia de nodulos
linfoides o agregados linfoides en la médula dsea, los cuales aumentan con la edad. Estas
ultimas estructuras linfoides han representado grandes retos para los patélogos, dada la
dificultad para discernir entre ndédulos neoplésicos y no neoplésicos (Rywlin, 1974, Ben-Ezra
JM, et al 1994).

Existen reportes que indican la presencia de células de LNH presentes en la
médula dsea como presentacion primaria de la enfermedad, describiendo ademéas que los
pacientes presentan fiebre, funcion anormal del higado, pancitopenia, sintomas neuroldgicos,
infecciones oportunistas y curso fatal de la enfermedad (Staples WG. 1977, Ponzoni M,
1994). Por otro lado, se sabe que existe una variedad de linfoma que puede presentarse de

manera inicial en la médula 6sea, se trata del linfoma B intravascular, el cual se piensa tiene
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su origen en celulas B prefoliculares (Ito M, 2003). La presencia de este tipo de linfoma ha
sido detectada en sangre periférica y médula désea por analisis morfolégicos, siendo
clasificado como un grupo heterogéneo de neoplasmas que puede originarse a partir de mas
de un precursor de células B, dada la presencia de tres diferentes inmunofenotipos
(CD20+CD5-, CD20+CD5+, CD20+CD5-CD10+) (Estalilla, 1999). De manera similar
algunos tipos de desdrdenes linfoproliferativos de células B ricos en células T también han
sido reportados exclusivamente en médula ésea (Aboul-Nasr R, et. al. 2001).

Los estudios mencionados anteriormente sugieren que los linfomas pueden
originarse en la médula dsea, pero ain no queda claro a que nivel dentro de la cascada de
diferenciacion linfopoyética pudieran tener origen las alteraciones responsables de la
generacion del linfoma. Gniadecki y cols en el 2003 estudiaron un linfoma de células T que
puede progresar hacia linfoma anaplasico cutdneo de células grandes (LAC) denominado,
papulosis linfomatoide (PL). En dicha patologia se analizé el rearreglo monoclonal del
receptor de células T (TCR) en piel, sangre y médula 6sea encontrandose que el rearreglo se
encontraba presente en la médula 6sea afios antes de la generacion de las lesiones cutaneas de
PL o de LAC. Por lo anterior los autores sugieren que la transformacion maligna inicial en
los linfomas T extaganglionares ocurre en alguna célula progenitora hematopoyética y no en
la piel como se anteriormente se pensaba (Gniadecki R et al, 2003).

En lo que se refiere al LDCG-B recientemente se describié una nueva
variedad clasificada en base a la expresion del antigeno CD5 (B S et al, 1999, Yamaguchi M
et al, 2002, Kobayashi T et al, 2003,). Dicho subtipo (LDCG-B D5+) ha sido analizado a
través de estudios citogenéticos (bandeo de cromosomas y estudios en interfase), asi como en
analisis de mutaciones somaticas en la region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina (IgVH). Los autores sugieren que el LDCG-B CD5+ proviene del mismo

progenitor mutado CD5+ que genera la leucemia linfocitica crénica de células B/ linfoma
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linfocitico (B-CLL) (Katzenberger T, 2003). Otro estudio relevante es el de Strauchen y cols
en el 2003, en donde se reportan 4 casos de LDCG-B primarios en médula 6sea con
presentaciones hematologicas de leucoeritoblastosis y pancitopenia, sin presencia de
linfodenopatia (Strauchen JA, 2003) y cuerpos linfoglandulares ademas de necrosis (Stern,
2001). En dicho articulo se menciona que el origen de este tipo de linfoma no esta claro,
siendo posible que se genere a partir de foliculos linfoides; sin embargo, no se especifica si
se trata de un LDCG-B que se origin6 en la médula 6sea o si su presencia en la médula ésea
fue resultado de la infiltracién de células malignas provenientes de otro 6rgano. Por otro
lado Wong KF y cols en 1992 ya habian reportado el mismo fenémeno, de LDCG tipoBy T,
con presentacion inicial en médula 6sea y ausencia de linfoadenopatia, con sintomas de
citopenia, sindrome hemofagocitico e infiltracion a higado y bazo. Para este estudio se hace
énfasis en que la presentacion inicial en medula 6sea puede ser muy sutil y por lo tanto
existir la posibilidad de que pase desapercibida en estudios morfolégicos. (Wong KF, 1992).
Uno de los estudios maés recientes es el realizado por Alvarez y cols, los cuales detectaron la
presencia de LDCG-B como una enfermedad que se presenta en médula dsea y sangre sin
evidencia de infiltracion en bazo o ganglios linfaticos. Los casos fueron analizados por M-
FISH (multicolor fluorescent in situ hybridization), encontrando translocaciones entre 2p y
9p, entre 14q y 11q, anormalidades en 7q, y en 9q en el gene de INK4a 'y en el locus de bcl-2
(dichas alteraciones pasan desapercibidas por andlisis de bandeo de cromosomas). Sin
discutir nada acerca del origen de la enfermedad los autores ponen énfasis en la
heterogeneidad que puede presentar el LDCG-B tanto a nivel biol6gico como citogénetico y
la necesidad de ampliar las investigaciones para la caracterizacion de esta enfermedad;
ademas de la necesidad de examinar la meédula 6sea como una herramienta de diagnostico

primario en el contexto de las neoplasias linfoides (Alvares LC, 2004).
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Dos ejemplos claros acerca del debate que existe sobre el origen del linfoma
son los mencionados a continuacion para la subtipo de LNH denominado linfoma folicular, el
cual se caracteriza por presentar en mas de un 70% de los casos la t(14;18) (Korsmeyer S,
1992). En este tipo de linfoma ha sido posible la deteccion de la translocacion en
progenitores hematopoyeticos CD34+CD19+, por lo que los autores consideran que tal vez el
evento oncogénico inicial que da origen al linfoma folicular se presente en la médula 6sea,
antes de la migracion a los ganglios linfaticos (Macintyre, 1995). De manera contraria el
grupo de Voso y cols, reportan que no fueron capaces de detectar células CD34+CD19+
positivas para dicha translocacion, por lo que se sugiere que el linfoma folicular proviene de
células B precursoras o células B maduras que han perdido la expresion del antigeno CD34+

y han salido de la médula 6sea para poblar los ganglios linfaticos (Voso MT, et. al. 1997).

b. Hematopoyesisy LDCG-B

Hasta ahora, los estudios histoldgicos, citogenéticos y moleculares del LDCG-
B se han realizado en ganglios linfaticos. Lo anterior es debido a que, tradicionalmente, se
ha considerado que el origen de esta enfermedad es a nivel de dichos 6rganos; ademas de que
las manifestaciones clinicas y de laboratorio ocurren precisamente en ellos. Los linfomas
pueden diseminarse a la médula 6sea (principalmente en estadios avanzados de la
enfermedad), definiendo estadio 1V de la enfermedad y la necesidad de aplicar al paciente
intensos tratamientos con quimioterapia dado el mal pronéstico. Aunque puede ser variable,
entre el 30 y 40% de todos los pacientes con LNH tienen infiltracion en la médula 6sea en el
momento del diagndstico, por lo que el estudio de la médula 6sea por aspiracion (frotis) y
biopsia (cresta iliaca) se practica de manera rutinaria en este tipo de pacientes. Seguln la
formulacion de trabajo en el LDCG-B la infiltracion de células neoplasicas hacia la médula

6sea ocurre entre el 10-12% (Rosenberg, 1982) y segun la clasificacion REAL en un 3-17%
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(Harris, 1994), siendo mas frecuente en los LDCG-B ricos en células T (62% contra 8% en
LDCG-B) (Skinnider BF, 1997) y en linfomas de bajo grado como el linfoma linfocitico,
linfoma de centro folicular y el linfoma de células del manto.

La médula 6sea de pacientes con linfoma no Hodgkin ha sido estudiada desde
el punto de vista clinico, con el propdésito de realizar monitoreos moleculares para la
deteccion de enfermedad minima residual en pacientes que van a recibir transplantes
autologos (Galimberti, 2002). Por otro lado, también se han realizado estudios para evaluar
la capacidad de expansion ex vivo de CSH de pacientes con LNH y detectar la presencia de
células positivas para la t(14;18) contaminantes en médula désea y sangre periférica
movilizada. EIl propoésito de éstos analisis es el de hacer purgas de células progenitoras
CD34+ (depletadas de células CD19+ y células CD20+) que presenten la translocacion y de
esta forma evitar, durante el transplante, reinfundirle al paciente células neoplasicas que no
hayan sido eliminadas durante el tratamiento (Yao M et al, 2000, Papajik T et al, 2001,
Yakoyama J et al. 2003).

Es bien sabido que el sistema hematopoyético se encuentra alterado en una
gran variedad de neoplasias hematoldgicas, incluyendo a los sindromes mielodisplasicos y a
los diversos tipos de leucemias (Flores, 1999, Espinoza-Hernandez, 2001). En el caso del
LDCG-B, se considera que la médula 6sea en esta patologia es normal, siempre y cuando no
exista infiltracion de células malignas. Sin embargo, un estudio reciente realizado en nuestro
laboratorio sugiere que esto no es del todo cierto. Empleando sistemas de cultivo in vitro, se
encontré una reduccion del 35% en el nimero de progenitores hematopoyéticos, tanto
mieloides como eritroides, en la médula 6sea de pacientes con LDCG-B, en comparacién con
la médula désea de sujetos sanos. Dichos progenitores, ademas, presentaron proliferacion
deficiente en cultivos a largo plazo tipo Dexter, en comparacion con cultivos de médula dsea

normal. En dicho estudio, también se encontré que los progenitores de fibroblastos estaban
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disminuidos en méas de un 50%, asi como una reduccion muy significativa en los niveles de
las moléculas estimuladoras de la hematopoyesis como stem cell factor e interleucina 6
(Huerta-Zepeda, 2000). Un estudio méas reciente demostré que los progenitores
hematopoyéticos presenten en la poblacion que expresa el antigeno CD34+ pero carentes de
linaje (LIN-) de pacientes con LDCG-B, presentan disminucién en los potenciales de
expansion y de proliferacion in vitro, antes y después del tratamiento con quimioterapia. Se
propone que las células progenitoras CD34+ anormales pudieran estar involucradas en el

origen y en la progresion del enfermedad (Martinez-Jaramillo G et al, 2004).
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VI. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los hallazgos descritos en los parrafos anteriores demuestran que, contrario a
lo que se habia considerado por mucho tiempo, parecen existir alteraciones cuantitativas y
cualitativas, al menos in vitro, en el sistema hematopoyético de pacientes con LDCG-B.
Dichas alteraciones comprenden tanto al compartimiento de progenitores hematopoyéticos -
incluyendo a los linajes mieloide y eritroide- como a los elementos del microambiente
medular. Hasta el momento las alteraciones que ocurren en el sistema hematopoyético de
pacientes con linfoma maligno han sido estudiadas sélo en forma limitada.

Al mismo tiempo dichos hallazgos plantean la posibilidad de que las
alteraciones genéticas que se presentan en este tipo de neoplasia se estan originando en algin
tipo de progenitor hematopoyético muy primitivo presente en la médula 6sea de estos
pacientes. Como ya se menciond la mayoria de los estudios sobre la biologia molecular del
LDCG-B, se han enfocado a células presentes en los ganglios linfaticos y en la sangre
periférica de estos pacientes (Monni O, 1997, Rao, 1998, Alizadeh AA, 2000).

Nosotros pretendemos estudiar genes claves (ICE, C-MYC, BCL-2 y P53)
(Figura 5), en procesos celulares, como proliferacion y apoptosis, asi como en el desarrollo
de linfomas (Macintyre E, 2000) en diferentes poblaciones hematopoyéticas presentes en la
medula Osea de pacientes con LDCG-B. Lo anterior con la finalidad de detectar
anormalidades en la expresion de dichos genes en células hematopoyéticas primitivas; las
anormalidades detectadas pudieran desencadenar o contribuir a la generacion del LDCG-B,

una vez que estas células llegan a los ganglios linfaticos.
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En este estudio analizamos 3 poblaciones celulares presentes en médula 0sea
de pacientes con LDCG-B. La primera de ellas es la poblacion celular CD34+CD38-LIN- la
cual corresponde del 0.005 al 0.01% de la médula ésea normal (Terstappen LWMM, 1991,
Cardoso, 1993), y representa la sub-poblacion mas primitiva analizada. La siguiente
poblacion corresponde a las células CD34+LIN- los cuales corresponden alrededor del 1% de
las células de la médula 6sea normal (Krause SD, 1996). Finalmente analizamos a las células
mononucleares (CMN) las cuales corresponden aproximadamente al 98% de la médula,
siendo este el grupo celular mé&s maduro analizado dentro de la diferenciacion

hematopoyética.
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VIil. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Analizar genes claves en proliferacion y apoptosis en progenitores hematopoyéticos

de médula 6sea de pacientes con LDCG-B.

OBJETIVOS PARTICULARES

Analizar la frecuencia de las poblaciones celulares CD34+LIN- y CD34+CD38-LIN-

presentes en la médula ésea normal de pacientes con LDCG-B.

Determinar la expresién genética y de proteinas de ice, c-myc, bcl-2 y p53 en células

mononucleares de médula 6sea normal y de pacientes con LDCG-B.

Determinar la expresion genética y de proteinas de ice, c-myc, bcl-2 y p53 en la

poblacion celular CD34+LIN- de médula 6sea normal y de pacientes con LDCG-B.
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d. Determinar la expresion genética y de proteinas de ice, c-myc, bcl-2 y p53 en
poblacion celular CD34+CD38-LIN- de médula 6sea normal y de pacientes con

LDCG-B.

Fas CD95
T O O O A O O O ) |
Caspasas iniciadoras
Rb 4,8,10
E2fs Caspasa 1 (ice)
Bcl-2 P19\ Degradacién
C-fos DNA
Bax Ciclina A
bak
Caspasa efectoras
/ mdm2 Proliferacién 3,6,7.9 Proapotdtico
53— Ciclina D1 Bel-2 Bel.2
P 61 c- cl-
-~ Bc-XL  Bax
NYZNYZNY, \ ECIJXS
Dafoal ONA \ .
Hipoxia y
Radiaciones  E2F
ras
Bcl-2 Cars
Bcl-XL
Antiapoptotico ROS

Figura 5.- Conexiones moleculares entre los genes ICE, BCL-2, P53 y C-MYC.- Se
muestra la ubicacion celular de la expresion de los diferentes genes analizados en el
presente estudio, asi como las principales conexiones moleculares entre cada uno de los

ellos. —» Indica activacion genética, —{ Indica represién genética.
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VIII. METODOLOGIA
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Figura 6. Esquema general de la metodologia seguida. CMN.- células mononucleares,

SPM.- sangre periférica movilizada, LDCG-B.- linfoma difuso de células grandes tipo B.

VIIl. METODOLOGIA

a. Pacientes

Se procesaron 32 muestras de médula Gsea de pacientes con LDCG-B
provenientes del Hospital de Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI IMSS, dentro
del periodo que comprende de Octubre de 2001 a Octubre de 2003. También se procesaron 5
muestras de MO normal y 12 muestras de sangre periférica movilizada (SPM), provenientes

del Hospital de Especialidades dentro del mismo instituto.

b. Procesamiento de muestras
1. Separaciéon de poblaciones celulares de médula 6sea CD34+LIN-y CD34+CD38-LIN-
Todas la muestras fueron procesadas para obtener CMN por medio de Ficoll-
Hypaque (Pharmigen, USA), dicha poblacion la denominamos como Poblacion I. También
se obtuvieron las poblaciones celulares CD34+LIN- y CD34+CD38-LIN-, las cuales fueron
denominadas como Poblacion 11 y Poblacion 111 respectivamente.  Estas ultimas
poblaciones fueron obtenidas a través de columnas de seleccion negativa (StemSep for
Human Cells, Stem Cell Technologies, Vancouver Canadd) (Figura 7). Dicha seleccion se
basa en la eliminacion de las células que presentan marcadores de linaje en su superficie

celular, a través de la utilizacion de anticuerpos anti-linaje. Para el enriquecimiento de
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células CD34+LIN- se utilizé el siguiente cocktail de anticuerpos: CD2, CD3, CD14, CD16,
CD19, CD24, CD56, CD66b, glicoforina A. Para el enriquecimiento de células
CD34+CD38-LIN- se utilizaron los siguientes anticuerpos: CD2, CD3, CD14, CD16, CD19,
CD24, CD36, CD38, CD45RA, CD56, CD66b, y glicoforina A. Posteriormente se adiciond
un coloide magnético que se une a los anticuerpos antes mencionados, de tal forma que al
pasar las células a través de la columna de separacion acoplada a un magneto, las células
marcadas quedaron adheridas. Asi las células que atravesaron por la columna fueron las que
se utilizaron para los experimentos, siendo células que no presentaban ningun tipo de marcaje
en la membrana celular, de ahi que se hable de una seleccidon negativa. EI conteo y la

viabilidad de las células obtenidas fueron analizados utilizando azul tripano.
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COLUMNA DE SELECCION NEGATIVA

CD2
CD3
CD14
CD16
CD19
CD24
CD56
CD66b
GLI

Figura 7. Columnas de seleccion negativa Stem Sep (StemSep for Human Cells, Stem
Cell Technologies, Vancouver Canada). Se muestra el mecanismo de seleccién utilizado
para la separacion de las poblaciones celulares CD34+LIN- (Poblacién 11) y CD34+CD38-

LIN- (Poblacion I11).
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c¢. Inmunohistoquimica (IH)

Se prepararon laminillas con las tres diferentes Poblaciones celulares, cada
una con aproximadamente 3 X 10 células, las cuales fueron fijadas con acetona durante 10
min y almacenadas a —20°C hasta su posterior uso. Con dichas laminillas se realizaron
experimentos de IH utilizando el kit StrAviGen MultiLink Kit (BioGenex) y anticuerpos
monoclonales para CD34 (Clone M708 Dako) a una dilucion de 1:70. También se utilizaron
anticuerpos para c-myc (9E10): sc-40 Santa Cruz Biotechnology, p53 (Bp53-12): sc-263
Santa Cruz Biotechnology, caspasa-1 p10 (c20): sc-515 Santa Cruz Biotechnology y bcl-2
(100): sc-509 Santa Cruz Biotechnology). Como control positivo de expresion se utilizé la

linea celular Raji y como control negativo la linea celular de ratén 32D.

d. RT-PCR Multiplex

A partir de aproximadamente 5 X 10° células de la Poblacién 1'y 3 X 10°
celulas de la Poblacién 11'y Poblacion 111 obtenidas de las diferentes muestras, se extrajo el
RNA utilizando Tripure (Roche, USA). El RNA de todas las muestras fue tratado con el kit
DNA-free (Ambion, USA), para eliminar la contaminacion de DNA. EI RNA fue
cuantificado por espectrofotometria y la integridad fue analizada por medio de geles de
agarosa al 1%. La sintesis de cDNA se llevo a cabo con el kit SuperScript First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (InVitrogen, Life Technologies, USA) a partir de 500 ng de
RNA, siguiendo las especificaciones del proveedor. Con el cDNA obtenido se amplificaron

los genes GADPH, ice, c-myc, bcl-2 y p53, mediante una PCR Multiplex utilizando el kit
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CytoXpress Multiplex cDNA Amplification kit (Biosource, EUROPE S. A). En la misma
reaccion de PCR se amplificaron los diferentes productos, incluyendo el control constitutivo
de expresion, por lo que en este caso en lugar de realizar 5 reacciones de PCR (una por cada
gen), Unicamente se lleva a cabo 1 sola reaccion. Las condiciones de amplificacion fueron
las siguientes: 2 ciclos a 96°C 1 min, 57°C 1 min, 68°C 1 min; 30 ciclos a 94°C 1 min, 57°C
3 min, 68°C 2 min y una extension final a 70°C 10 min. Los productos obtenidos se
almacenaron a —20°C. Como control positivo para la expresion de los genes analizados se
utiliz6 el RNA proveniente de la linea celular Raji. Los productos de PCR obtenidos se
visualizaron en geles de agarosa al 2% tefiidos con bromuro de etidio. A las imagenes

obtenidas se les realiz6 un anlisis densitométrico utilizando el programa GeneTools.

e. Anélisis Estadistico

Se realizaron pruebas de t de Student para determinar diferencias estadisticas
en la expresion genética entre muestras normales y de linfoma. Para evaluar las diferencias
en los resultados de IH se realiz6 una prueba estadistica no paramétrica de U Mann-Whitney

p<0.05.
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IX. RESULTADOS

a. Caracteristicas clinicas y hematologicas de los pacientes

Se procesaron 32 muestras de médula Gsea de pacientes con LDCG-B
provenientes del Hospital de Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI IMSS, dentro
del periodo que comprendi6 de Octubre de 2001 a Octubre de 2003. También se procesaron
5 muestras de médula 6sea normal y 12 muestras de sangre periférica movilizada (SPM),
provenientes del Hospital de Especialidades dentro del mismo instituto. Lo parametros
hematol6gicos de los pacientes se muestran en la Tabla I. El 46.8% de las muestras
correspondieron al sexo femenino (15 de 32) y el 53.1% al sexo masculino (17 de 32),
teniendo un rango de edad entre 24 a 88 afios de edad. Segun el Indice Prondstico
Internacional (IP1 del inglés International Prognostic Index) las muestras presentaron linfoma
de grado alto en un 37.5%, grado alto intermedio en un 43.8%, grado bajo intermedio en un
15.6% y de grado bajo en un 3.1%. Del total de los pacientes el 53.1% de ellos presentaron

falla al tratamiento (F) y el 46.8% presentaron remision completa (R) (Tabla II).

Tabla Il. Caracteristicas clinicas de los pacientes

Sexo (M:F) 17:15
Edad (ARos) 24-88
Infiltracion médula 6sea 0

Indice Prondstico Internacional

Alto 37.5%

Alto intermedio 43.8 %
Bajo intermedio 15.6%
Bajo 3.1%

Falla al tratamiento 53.1%
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Remisién completa 46.8 %
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TABLA 1. PARAMETROS CLINICOS DE LOS PACIENTES CON LDCG-B

LINFOMA  SEXO/EDAD  Hb (g/dl) LEUCOCITOS PLAQUETAS ESTADO ACUTAL IPI TIPO CELULAR ANALIZADO
(x10%1) (x10%/1)
LDCG-B 31 F/63 13.9 6 700 297 000 R ALTO CMN
LDCG-B 37 M/73 14.1 7 900 347 000 R ALTO INTERMEDIO CMN
LDCG-B 38 M/84 13.0 6 900 26 700 F BAJO INTERMEDIO CMN
LDCG-B 44 M/88 9.8 8300 124 000 R ALTO INTERMEDIO CMN
LDCG-B 15 M/50 8.0 8 800 643 000 F ALTO INTERMEDIO CMN, CD34+LIN-
LDCG-B 17 F/66 15.1 8 200 335000 F ALTO INTERMEDIO CMN, CD34+LIN-
LDCG-B 18 FI72 10.7 5200 368 000 R BAJO INTERMEDIO CMN, CD34+LIN-
LDCG-B 19 F/24 12.0 9200 204 000 F ALTO CMN, CD34+LIN-
LDCG-B 20 F/70 12.4 8 400 232 000 R ALTO CMN, CD34+LIN-
LDCG-B 21 M/32 12.0 12 800 233000 R ALTO INTERMEDIO CMN, CD34+LIN-
LDCG-B 24 M/58 15.9 4300 200 000 F ALTO CMN, CD34+LIN-
LDCG-B 28 M/72 11.9 5 000 385 000 F ALTO INTERMEDIO CMN, CD34+LIN-
LDCG-B 32 F/58 13.7 5 300 235 000 R ALTO CMN, CD34+LIN-*
LDCG-B 33 F/70 12.5 9900 351 000 F BAJO INTERMEDIO CMN, CD34+LIN-
LDCG-B 35 Fl67 11.8 6 500 284 000 R ALTO INTERMEDIO CMN, CD34+LIN-*
LDCG-B 39 FI71 13.7 4300 250 000 R BAJO INTERMEDIO CMN, CD34+LIN-
LDCG-B 41 FI74 13.1 5 800 314 000 F ALTO CMN, CD34+LIN-
LDCG-B 43 M/34 12.0 9300 140 000 F ALTO INTERMEDIO CMN, CD34+LIN-
LDCG-B 50 M/62 11.7 9 000 393 000 R ALTO CMN, CD34+LIN-
LDCG-B 53 Fl67 12.0 5700 308 000 F ALTO INTERMEDIO CMN, CD34+LIN-
LDCG-B 54 FI71 12.9 8 800 533 000 F ALTO CMN, CD34+LIN-
LDCG-B 25 Fl42 12.1 5 800 353 000 R BAJO INTERMEDIO CMN, CD34+CD38-LIN-
LDCG-B 29 F/50 12.8 °29 200 181 000 F ALTO INTERMEDIO CMN, CD34+CD38-LIN-
LDCG-B34 M/24 13.6 8 600 211 000 R ALTO CMN, CD34+CD38-LIN-
LDCG-B 40 FI73 15.7 6 300 235000 R ALTO INTERMEDIO CMN, CD34+CD38-LIN-*
LDCG-B 43 M/34 12.0 9300 140 000 F ALTO INTERMEDIO CMN, CD34+CD38-LIN-
LDCG-B 45 M/74 10.6 7 900 266 000 F ALTO INTERMEDIO CMN, CD34+CD38-LIN-
LDCG-B 46 M/31 14.8 9200 365 000 R ALTO CMN, CD34+CD38-LIN-
LDCG-B 47 M/43 15.0 7 700 231000 F BAJO CMN, CD34+CD38-LIN-
LDCG-B 48 M/52 13.9 10 800 175 000 R ALTO CMN, CD34+CD38-LIN-
LDCG-B 51 M/31 10.4 15 100 512 000 F ALTO CMN, CD34+CD38-LIN-
LDCG-B 52 M/50 16.4 11 500 214 000 F ALTO INTERMEDIO CMN, CD34+CD38-LIN-

F.- Femenino, M.- masculino, Edad en afios, R.- Remisidon completa (paciente vivo), F.- falla al tratamiento y progresion tumoral, IPI.- Indice Pronéstico
Internacional. (*) se recibié segunda muestra, después de tratamiento, (°) Tx con prednisona, leucocitosis.




b. Analisis del porcentaje de recuperacioén celular

Del total de las 32 muestras de médula Gsea de pacientes con LDCG-B
recibidas, 4 de ellas (LDCG-B 31, 37, 38 y 44), no se pudieron procesar para la obtencion de
las diferentes poblaciones hematopoyéticas debido el escaso niumero de CMN obtenidas.
Diez y siete de las muestras de LDCG-B fueron procesadas para la obtencion de la Poblacion
Il'y 11 muestras para la obtencion de la Poblacion 11l (Tabla I1I). EI porcentaje de
recuperacion de células nucleadas post-columna para la Poblacion Il de las muestras de
médula 6sea normal fue de 2.0% (0.8-5.6) y para LDCG-B fue de 2.7% (0.6-12.0) (Tabla
I11). Durante el procesamiento para la seleccion de la Poblacion 1ll el porcentaje de
recuperacion de células nucleadas post-columna de las muestras de médula 6sea normal fue
de 2.0% (0.8-5.6) y para LDCG-B fue de 1.2% (0.1-5.3) (Tabla IV). Para el caso de las
muestras de SPM el porcentaje de recuperacion de células nucleadas post-columna para la

Poblacion | fue de 2.1% y para la Poblacion 111 de 1.6% (Tabla V).

c. Porcentaje de células progenitoras hematopoyéticas CD34+

Se realizaron experimentos de IH para el antigeno CD34, en cada una de las
muestras, con la finalidad de cuantificar el porcentaje de células CD34+ después de la
separacion por la columna. Se contaron de 200 a 300 células para obtener el porcentaje de
células positivas en cada muestra y obtener de esta manera el nimero de veces que se estaba
enriqueciendo la muestra en progenitores hematopoyéticos CD34+ después de realizar la
seleccion negativa.

El porcentaje de células CD34+ durante la seleccion negativa para la
Poblacion 11 fue de 0.9% (0.6-1.2) pre-columna y de 21.1% (8.0-41.3) post-columna para las

muestras de médula 6sea normal. Para el caso de las muestras de pacientes fue de 7.9% (O-



38.0) y 58.3% (29.0-86.0) respectivamente, obteniéndose enriquecimientos de 23.4 veces
para médula 6sea normal y de 7.4 veces para linfoma (Tabla I11).

El porcentaje de células CD34+, durante la seleccion negativa para la
Poblacion 111 fue de 2.2% (1.0-3.0) pre-columna y de 70.0% (52.0-70.0) post-columna para
médula ésea normal. Para el caso de la muestras con linfoma fue de 3.0% (1.0-8.0) y 84.0%
(74.0-94.0) respectivamente, obteniéndose enriquecimientos celulares de 31.8 veces para
medula 6sea normal y de 28 veces para linfoma. (Tabla 1V)

En lo que se refiere a el porcentaje de células CD34+ en las muestras de SPM,
fue de 1.9% (0.4-3.3) pre-columna y de 47.0% (34.0-61.0) post-columna, esto para la
Poblacién 1l con enriquecimiento celular de 24.7 veces. Para la Poblacion 11l también de
SPM, las células CD34+ correspondieron al 0.4% (0.1-1.7%) pre-columna y de 74% (59.0-

91.0) post-columna con enriquecimiento celular de 185 veces (Tabla V).
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TABLA Il

PORCENTAJE DE CELULAS CD34+ EN LA POBLACION Il DE MEDULA OSEA

NORMAL Y DE PACIENTES CON LDCG-B

% células nucleadas % células CD34+

Pre-Columna Post-Columna Pre-Columna Post-Columna

MOn (n=5) 100 2.0 0.9 21.1
(0.8-5.6) (0.6-1.2) (8.0-41.3)

LDCG-B 100 2.7 7.9 58.3
(n=17) (0.6-12.0) (0-38.0) (29.0-86.0)

Los resultados representan la media correspondiente al porcentaje de células nucleadas y
de células CD34+ en las muestras analizadas, antes (pre-columna) y después (post-
columna) de la seleccion negativa. MOn (médula ésea normal), LDCG-B (linfoma difuso

de células grandes tipo B), Poblacién Il (células CD34+LIN-).
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TABLA IV

PORCENTAJE DE CELULAS CD34+ EN LA POBLACION |1l DE MEDULA OSEA

NORMAL Y DE PACIENTES CON LDCG-B

% células nucleadas % células CD34+

Pre-Columna Post-Columna Pre-Columna Post-Columna

MOn (n=5) 100 2.0 2.2 70.0
(0.8-5.6) (1.0-3.0) (52.0-70.0)

LDCG-B 100 1.2 3.0 84.0
(n=11) (0.1-5.3) (1.0-8.0) (74.0-94.0)

Los resultados representan la media correspondiente al porcentaje de células nucleadas y
de células CD34+ en las muestras analizadas, antes (pre-columna) y después (post-
columna) de la seleccion negativa. MOn (médula ésea normal), LDCG-B (linfoma difuso

de células grandes tipo B), Poblacion 111 (células CD34+CD38-LIN-).
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TABLAV

PORCENTAJE DE CELULAS CD34+ EN POBLACIONES CELULARES DE

MEDULA OSEA NORMAL Y DE SPM

% células nucleadas % células CD34+
Pre-Columna  Post-Columna Pre-Columna Post-Columna
MOn (n=5) 100 2.0 0.9 21.1
Poblacién 11 (0.8-5.6) (0.6-1.2) (8.0-41.3)
SPM (n=14) 100 2.1 1.9 47
Poblacion Il (0.4-3.3) (34.0-61.0)
SPM (n=6) 100 1.6 0.4 74
Poblacién 111 (0.12-1.7) (59.0-91.0)

Los resultados representan la media correspondiente al porcentaje de células nucleadas y de
células CD34+ en las muestras analizadas, antes (pre-columna) y después (post-columna) de
la seleccion negativa. MOnN (médula 6sea normal), SPM (sangre periférica movilizada),

Poblacion Il (células CD34+LIN-), Poblacion 111 (células CD34+CD38-LIN-).
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d. Analisis de la expresion genética en progenitores hematopoyéticos

Se trabajé con RNA proveniente de las tres diferentes Poblaciones celulares I,
I1'y Il descritas anteriormente, asi como de la linea celular RAJI (Figura 1). Esta ultima
proviene de un linfoma de Burkitt y sobrexpresa los genes c-myc, bcl-2 y p53, por lo que fue
utilizada para la estandarizacion de los experimentos de RT-PCR. Para iniciar con los
experimentos de RT-PCR Multiplex fue necesario estandarizar la temperatura de
alineamiento adecuada para la amplificacion de los diferentes productos (GAPDH, ice, c-
myc, bcl-2 y p53). Se probaron dos temperaturas de alineamiento (58°C y 57°C),
encontrando que 57°C fue la temperatura mas adecuada para la amplificacion (Figura II).
Posteriormente con el RNA proveniente de la linea celular Raji se realizo la estandarizacion
de la sintesis de cDNA, asi como la PCR Multiplex con las temperaturas previamente
establecidas (Figura I11). Una vez establecidas la condiciones para la RT-PCR Multiplex, se
analizaron muestras de la Poblacion I, Poblacion 11 'y Poblacion 111 de pacientes y muestras
normales. En la Figuras IV se muestran algunos ejemplos representativos de RT-PCR
Multiplex de médula 6sea normal y de SPM y en la Figura VV se muestran experimentos con
células de pacientes.

A cada una de las muestras se les realizd un analisis densitométrico para
obtener un analisis semi-cuantitativo. Al valor obtenido para la banda de GADPH en cada
muestra se le consider6 como el 100% vy el valor obtenido para cada uno de los diferentes
genes (ice, c-myc, bcl-2 y p53), fue comparado con su correspondiente GADPH. En la Tabla
VI se muestran agrupadas las medias de los porcentajes de expresion genética de ice, c-myc,
bcl-2 y p53 en las diferentes poblaciones hematopoyéticas analizadas en médula 6sea normal
y en LDCG-B. A continuacion se describen los resultados obtenidos para cada uno de los

genes:
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Caspasa 1 (ice)

En lo que se refiere a la expresion del gen ice se detectd que la Poblacion | de
SPM presento mayores niveles de expresion genética (56+33) que la misma Poblacion | tanto
de médula 6sea normal (22+16) como de LDCG-B (31+24). No se detectaron cambios
significativos en la expresion de dicho gen entre la Poblacién 11 normal (33+19), de SPM
(35+£35) y de pacientes (22+26). Para la Poblacién 11l tampoco se observaron diferencias
significativas entre SPM (39+34) y LDCG-B (18+10). De manera general en las tres
poblaciones analizadas (I, 11 y I11) la expresion genética de ice fue menor en pacientes con

LDCG-B que en las muestras normales. (Grafica 1, Tabla VI).

bcl-2

Una de las principales diferencias encontradas en la expresion de este gen fue
en la Poblacion I; ya que las células provenientes de pacientes con LDCG-B presentaron
menores porcentajes de expresion de dicho gen (29+18), en comparacion con la Poblacion |
de médula 6sea normal (51+31). Los niveles de expresion entre la Poblacion Il de médula
6sea normal (54+20), SPM (24+27) y de pacientes (29+25) fueron similares. Para la
Poblacion 111 las diferencias no fueron significativas entre SPM (35+43) y LDCG-B (19+12)

(Gréfica 3, Tabla V1).

c-myc
Para el caso del gen c-myc la Poblacion | de LDCG-B expresd los menores
porcentajes de expresion (11+6) en comparacion con la Poblacion | de médula 6sea normal

(20+10) y de SPM (12+18). Asi mismo la Poblacion 11 de pacientes expreso los porcentajes
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de expresion mas elevados de este gen (17+13) en comparacion con la Poblacion | también
de pacientes (11+6), aunque significativamente menores que las mismas poblaciones de
médula dsea normal. Dentro de esta poblacion las células provenientes de médula Gsea
normal expresaron los mayores porcentajes de expresion (38+20) en comparacion con
LDCG-B (17413) y con SPM (9411). Para la Poblacion 111 no se detectaron diferencias entre

SPM (646) y LDCG-B (7+3) (Gréfica 2, Tabla V).

p53

La expresion genética del gen p53 fue similar entre muestras de pacientes y
muestras normales, sin embargo se detectaron diferencias entre las diferentes poblaciones
celulares obtenidas de la misma fuente (MOn, SPM o LDCG-B). De tal forma que la
Poblacion | de médula 6sea normal expresdé mayores porcentajes de esta molécula (34+11) en
comparacion con la Poblacion | de SPM (14+15). Para el caso de los pacientes con LDCG-B
la Poblacién Il expresé mayores porcentajes de p53 (40+46) que la Poblacién | también de
pacientes (20+29). En el caso de la Poblacion Il de médula 6sea normal, esta presentd
mayores niveles de expresion de p53 (47+16) que la misma Poblacion Il de SPM (12+8).
Para la Poblacidn 111 las diferencias no fueron significativas entre SPM (13+13) y LDCG-B

(6+6) (Grafica 4, Tabla VI).
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185
S —

Figura I. Extraccion de RNA a partir de CMN vy células CD34+LIN- de pacientes con
LDCG-B. 1.- 300 ng de RNA de la Poblacién I (10x10°, 2.- 600 ng de RNA de la

Poblacién 11 (1x10°).
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4 A 4 A
M 1 2 3 4 M
100 —> «— GAPDH 921 pb
<4— ice 658 pb
500 —»
<«— c-myc 371 pb
<«— p53 204 pb
200 —» "™ bel-2 233 pb
Figura Il. PCR multiplex utilizando DNA control y diferentes temperaturas de

alineamiento. M.- marcadores de peso molecular, 1 y 3.- controles sin DNA, 2y 4.- DNA

control.
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1000 ——

<+— GAPDH (921 pb)
<+—— ice (658 pb)

500 —
<«— c-myc (371 pb)
<+— bcl-2 (233 pb)

200 — <“— 153 (204 ph)

Figura I11. RT-PCR multiplex realizado con RNA proveniente de la linea celular Raji.

M.- marcadores de peso molecular, 1.- 5ul de cDNA, 2.- 10ul de cDNA, 3.- Control negativo

sin RNA.
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| GAPDH (921 pb)

—— ice (658 pb)

—— c-myc ( 371 pb)

bcl-2 (233 pb)
I p53 (204 pb)

M 1
1000
500
200 —

1000

500

200 ——

Figura IV. RT-PCR Multiple de muestras de medula 6sea normal y de sangre
periférica movilizada.
Poblacién Il, 4.- MOn Poblacion 1, 5.- SPM Poblacion 11, 6.- SPM Poblacion 1, 7.- Control

sin RNA. B) 1.- MOn Paoblacion I, 2.- MOn Poblacion I, 3.- MOn Poblacién 11, 4.- Control

sin RNA.
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ice (658 pb)

c-myc (371 pb)

bcl-2 (233 pb)
p53 (204 pb)

A) 1.- SPM 22 Poblacion I, 2.- SPM 20 Poblacion 1, 3.- SPM 20



1000 — L GAPDH (921 pb)
— ice (658 pb)

500 —
—— c-myc ( 371 pb)
- bhcl-2 (233 pbh)

200 — T p53 (204 ph)
B
M 1 2 3 4 5 6 71 8 9
1000 . GAPDH (921 pb)
ice (658 pb)
500 —

—— c-myc (371 pb)

) —— bcl-2 (233 pb)
200 [ p53 (204 pb)

Figura V. RT-PCR Multiple de muestras de médula 6sea de pacientes. A) 1.- LDCG-B
28 Poblacion 1, 2.- LDCG-B 28 Poblacion 11, 3.- LDCG-B 25 Poblacion I, 4.- LDCG-B 25
Poblacion 11, 5.- LDCG-B 20 Poblacion I, 6.- LDCG-B 20 Poblacion I, 7.- LDCG-B 21
Poblacion 1, 8.- LDCG-B 21 Pablacion 11, 9.- LDCG-B 29 Poblacion 1, 10.- Control sin
RNA. B) 1.- LDCG-B 19 Poblacion I, 2.- LDCG-B 15 Poblacién I, 3.- LDCG-B 17

Poblacion |, 4.- LDCG-B 18 Poblaciéon I, 5.- LDCG-B 19 Poblacion Il, 6.- LDCG-B 15
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Poblacion 11, 7.- LDCG-B 17 Poblaciéon Il, 8.- LDCG-B 18 Poblaciéon Il, 9.- Control sin

RNA.

TABLA VI. EXPRESION GENETICA DE ICE, C-MYC, BCL-2 Y P53

EN DIFERENTES POBLACIONES HEMATOPOYETICAS

POBLACION CELULAR ice bcl-2 c-myc p53
POBLACION |
MOn (n=5) 22+16* 51+31* 20+10 34 +11*
SPM (n=9) 56+33* 35+27 12+18 14+ 15*
LDCG-B (n=24) 31+24* 29+18* 11+6* 20+29*
POBLACION 11
MOn (n=6) 33+19 54+20 38+20* 47+16%*
SPM (n=5) 35+ 35 24+27 9+11* 12+8*
LDCG-B (n=15) 22+ 26 20+25 17+13* 40+46*
POBLACION Il
MOn (n=7) 39 + 34 35+ 43 6+6 13+13
LDCG-B (n=3) 18 + 10 19+ 12 7+3 6+6

Los valores estan representados como porcentaje, de acuerdo a los valores obtenidos en el
analisis densitométrico y comparados con el correspondiente valor de GADPH para cada

muestra. * Indica diferencia estadistica significativa. Poblacion I.- CMN, Poblacion I1.- células
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CD34+LIN-, Poblacion 111.- células CD34+CD38-LIN-, MOn- medula 6sea normal, SPM.-

sangre periférica movilizada, LDCG-B.- linfoma difuso de células grandes tipo B.

EXPRESION GENETICA DE ICE EN POBLACIONES
CELULARES DE MEDULA OSEA

120 -
0
100 -
e . o
S 80- 0 0
g 0 :
8 60 - Y
o) | 0
g Y ] e
20 - + 8 ©
| 0 LR
0 ° o} o
Poblacion | Poblacion 11 Poblacion 11

Grafica 1. Expresion genética de ice en diferentes poblaciones hematopoyeticas. Los
resultados normalizados se expresan como porcentaje de expresion, de acuerdo con los
valores obtenidos en el analisis densitométrico. e LDCG-B, o SPM, sangre periférica
movilizada, — promedio de medula 6sea normal. Poblacién I.- CMN, Poblacion 11.- células

CD34+LIN-, Poblacion Il1.- células CD34+CD38-LIN-.
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Porcentaje

EXPRESION GENETICA DE BCL-2 EN POBLACIONES
CELULARES DE MEDULA OSEA

120 - o
100 - .
80 | °
o o o
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- °
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40 - 8 .
s : :
20 -
! 5
8 )
0 .
Poblacion | Poblacion 11 Poblacion 11

Grafica 2. Expresion genetica de bcl-2 en diferentes poblaciones hematopoyeticas. Los
resultados normalizados se expresan como porcentaje de expresion, de acuerdo con los
valores obtenidos en el analisis densitométrico. e LDCG-B, o SPM, sangre periférica
movilizada, — promedio de medula 6sea normal. Poblacion I.- CMN, Poblacion 11.- células

CD34+LIN-, Poblacion I1.- células CD34+CD38-LIN-.
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Porcentaje

EXPRESION GENETICA DE C-MYC EN POBLACIONES
CELULARES DE MEDULA OSEA
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Gréfica 3. Expresion genética de c-myc en diferentes poblaciones hematopoyeticas. Los
resultados normalizados se expresan como porcentaje de expresion, de acuerdo con los
valores obtenidos en el analisis densitométrico. e LDCG-B, o SPM, sangre periférica
movilizada, — promedio de medula 6sea normal. Poblacién I.- CMN, Poblacion 11.- células

CD34+LIN-, Poblacién I1.- células CD34+CD38-LIN-.
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EXPRESION GENETICA DE P53 EN POBLACIONES
CELULARES DE MEDULA OSEA
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Poblacion | Poblacion 11 Poblacion Il

Gréfica 4. Expresion genética de p53 en diferentes poblaciones hematopoyeticas. Los
resultados normalizados se expresan como porcentaje de expresion, de acuerdo con los
valores obtenidos en el analisis densitométrico. e LDCG-B, o SPM, sangre periférica
movilizada, — promedio de medula 6sea normal. Poblacion I.- CMN, Poblacion 11.- células

CD34+LIN-, Poblacién I11.- células CD34+CD38-LIN-.
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e. Analisis de la expresién de proteinas en progenitores hematopoyéticos

Se llevaron a cabo experimentos de IH para las proteinas P53, C-MYC, ICE y
BCL-2 en diferentes progenitores hematopoyéticos normales y de pacientes con LDCG-B.
Para todos los experimentos se utiliz6 como control positivo de expresion para las cuatro
proteinas analizadas, la linea celular Raji y como control negativo se utilizo la linea celular

32D. A continuacion se describen los resultados obtenidos:

ICE: los resultados obtenidos en el analisis de la expresion de la proteina ICE
en la Poblacién | de médula 6sea normal se observé solo en el 14% de las muestras, mientras
que el 50% de la Poblacion Il expresé dicha proteina. En lo que se refiere a los pacientes con
LDCG-B para las Poblaciones | y Il la expresion de ICE fue mayor que en las mismas

poblaciones normales (25% y 73% respectivamente). (Grafica 5y Tabla VII).

BCL-2: en el anélisis de la proteina BCL-2, su expresion se observo con una
mayor proporcion que la proteina ICE en las muestras normales, ya que el 50% de la
Poblacién |y el 100% de la Poblacién 11 fueron positivas para BCL-2. También se observé
una mayor proporcion de expresion en las muestras de pacientes de la Poblacion | en
comparacion con muestras normales (80% vs 50% respectivamente). Para la Poblacion 11
tanto las muestras normales como las muestras de pacientes se expresaron en 100%. (Gréafica

6y Tabla VI).

C-MYC: los resultados obtenidos para el analisis de C-MYC demostraron que

la expresion de este gen esta restringida a un pequefio nimero de muestras en la Poblacién |
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normal (8%) mientras que para las Poblaciones 11 y Il la expresion fue del 83% y 100%
respectivamente. Para el caso de las muestras de pacientes, se observd disminucion en la
expresion de este gen de acuerdo al estado de maduracion celular, siendo mayor en las
células menos maduras. De ahi que se observara expresion del 100% en la Poblacion I,

78% en la Poblacion 11'y 26% en la Poblacion 1. (Grafica 7 y Tabla VII).

P53: en el andlisis de la proteina P53 se observé el mismo patron de expresion
mostrado para C-MYC, ya que el 100% de la Poblacién Il normal expres6 100% vy
practicamente toda la Poblacién | fue negativa. Para el caso de los pacientes se observé una
ligera disminucion en la Poblacion 111 (86%), y también se observo el patron de disminucion
de la expresion en las poblaciones mas maduras, siendo del 60% para la Poblacion 11 y del
27% para la Poblacion 1. Es importante recalcar que los niveles de expresion de P53 nunca

fueron tan bajos como en la Poblacion | normal (27% VS 0%). (Gréfica 8 y Tabla VII).
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TABLA VII. EXPRESION DE PROTEINAS DE ICE, C-MYC, BCL-2Y

P53 EN DIFERENTES POBLACIONES HEMATOPOYETICAS

POBLACION I POBLAC
| POBLACION III
NORMAL LDCG-B NORN
LDCG-B NORMAL LDCG-B
ICE + 14 25 50 73 NR NR
- 86 75 50 27 NR NR
n=7 n=16 n=6 n=15
BCL-2 + 50 80 100 100 NR NR
- 50 20 0 0 NR NR
n=4 n=20 n=4 n=17
C-MYC + 8 26 83 78 100 100
- 92 74 17 22 0 0
n=12 n=13 n=6 n=9 n=3 n=4
P53 + 0 27 37 60 100 86
- 100 73 63 40 0 14
n=3 n=22 n=8 n=10 n=3 n=7

Los resultados son expresados como porcentaje total de muestras que fueron positivas para cada
una de las proteinas analizadas. +) muestras que presentaron células positivas por arriba del

25%, -) muestras negativas. LDCG-B.- Linfoma Difuso de Células Grandes tipo B, n.- nimero
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de muestras. NR.- no realizado. Poblacion 1.- CMN, Poblacion Il.- células CD34+LIN-,

Poblacion 111.- células CD34+CD38-LIN-.

INMUNOHISTOQUIMICA PARA ICE EN POBLACIONES
CELULARES DE MEDULA OSEA

100% -
04
80% 0o
o
60% -
o ++
O +++
40% -
20% -
0% -
Poblacion | Poblacién | Poblacion 11 Poblacién 11
normal (n=7) LDCG-B ( n=16) normal (n=6) LDCG-B (n=15)

Grafica 5. Inmunohistoquimica para ICE en diferentes poblaciones celulares de médula
0sea de pacientes con LDCG-B. Criterios para la agrupacion (Koduru et. Al. 1997):
Negativo.- ninguna célula tefiida, +) 10% a 25% células positivas, ++) 25% a 50% células

positivas, +++) mas de 50% de células positivas. LDCG-B.- Linfoma Difuso de Células
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Grandes tipo B. Poblacion I.- CMN, Poblacion I1.- células CD34+LIN-, Poblacién 1l1.- células

CD34+CD38-LIN-.

INMUNOHISTOQUIMICA PARA BCL-2 EN POBLACIONES
CELULARES DE MEDULA OSEA

100% -

80% -

oo

o +
60% -
o ++
40% - O +++
20% -
0% -
Poblacién | Poblacién | Poblacién Il Poblacion 11
normal (n=4) LDCG-B ( n=20) normal (n=4) LDCG-B (n=17)

Grafica 6. Inmunohistoquimica para BCL-2 en diferentes poblaciones celulares de
médula 6sea de pacientes con LDCG-B. Criterios para la agrupacion (Koduru et. Al. 1997):
Negativo.- ninguna célula tefiida, +) 10% a 25% células positivas, ++) 25% a 50% células

positivas, +++) mas de 50% de células positivas. LDCG-B.- Linfoma Difuso de Células
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Grandes tipo B. Paoblacion I.- CMN, Poblacién I1.- células CD34+LIN-, Poblacion I11.- células

CD34+CD38-LIN-.

INMUNOHISTOQUIMICA PARA C-MYC EN POBLACIONES
CELULARES DE MEDULA OSEA

100% | —— e |00
80% 1 HOt o+
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[ I [ i |
40% | | e i T
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Poblacion | Poblacion | Poblacion 11 Poblacién 11 Poblacion 11 Poblacién 111
normal (n=12) LDCG-B (n=19) normal (n=6) LDCG-B (n=9) normal (h=3) LDCG-B (n=4)

Grafica 7. Inmunohistoquimica para C-MYC en diferentes poblaciones celulares de
médula 6sea de pacientes con LDCG-B. Criterios para la agrupacion (Koduru et. Al. 1997):

Negativo.- ninguna célula tefiida, +) 10% a 25% células positivas, ++) 25% a 50% células
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positivas, +++) mas de 50% de células positivas. LDCG-B.- Linfoma Difuso de Células
Grandes tipo B. Paoblacion I.- CMN, Poblacién 11.- células CD34+LIN-, Poblacion I11.- células

CD34+CD38-LIN-.

INMUNOHISTOQUIMICA PARA P53 EN POBLACIONES
CELULARES DE MEDULA OSEA

100% - —
e
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[ e I |
60% - HEHH IR
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[ I I |
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s
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oo L1 A
CMNn (n=11)  CMN LDCG (n=22) CD34+LIN-n (n=8) CD34+LIN- LDCG CD38-LIN-n (n=3) CD38-LIN-LDCG
(n=10) (n=7)
Poblacién | Poblacion | Poblacién 11 Poblacion 11 Poblacion 111 Poblacion 111

normal (n=11) LDCG-B (n=22) normal (n=8) LDCG-B (n=10) normal (n=3) LDCG-B (n=7)
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Grafica 8. Inmunohistoquimica para P53 en diferentes poblaciones celulares de médula
Osea de pacientes con LDCG-B. Criterios para la agrupacion (Koduru et. Al. 1997):
Negativo.- ninguna célula tefiida, +) 10% a 25% células positivas, ++) 25% a 50% células
positivas, +++) mas de 50% de células positivas. LDCG-B.- Linfoma Difuso de Células
Grandes tipo B. Poblacion I.- CMN, Poblacién I1.- células CD34+LIN-, Poblacion I11.- células

CD34+CD38-LIN-.

X. DISCUSION

El sistema hematopoyético se encuentra alterado en una gran variedad de
neoplasias hematoldgicas, incluyendo a los sindromes mielodisplasicos y a los diversos tipos
de leucemias (Flores-Figueroa E, 1999, Espinoza-Herndndez L, 2001). En el caso del
LDCG-B, se considera que la médula 6sea en esta patologia es normal, siempre y cuando no
exista infiltracion de células malignas. Sin embargo, gracias a los trabajos de Huerta-Zepeda
y cols. en el 2000 y el de Martinez-Jaramillo y cols. en el 2004, en donde se caracterizan
funcionalmente diferentes poblaciones celulares de médula 6sea de pacientes con LDCG-B,
se obtuvo evidencia de que existen alteraciones funcionales, al menos in vitro, tanto a nivel
de células hematopoyéticas como estromales.

Ya que aln existe una gran variedad de preguntas acerca de la integridad
funcional y molecular de las células de la médula ésea de pacientes con LDCG-B, el presente
estudio pretendid extender esta linea de investigacion, analizando molecularmente a
diferentes poblaciones celulares presentes en la médula 6sea de dichos pacientes, a través del
analisis de genes claves en la fisiologia de células hematopoyeticas como son: c-myc,
involucrado en proliferacién; p53, un gen supresor de tumor y regulador del ciclo celular; ice,

involucrado en la progresion de la apoptosis; y bcl-2, un gen anti-apoptético. El estudio de
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estos genes ha sido exhaustivo en células provenientes de ganglios linfaticos de pacientes con
linfoma; sin embargo, estos mismos genes no han sido analizados en la medula 6sea de
pacientes con LDCG-B y hasta el momento no se conoce el estatus en el que se encuentran.

Para llevar a cabo el presente estudio fue necesario separar las diferentes
poblaciones hematopoyéticas: CMN (Poblacion 1), CD34+LIN- (Poblacion 1),
CD34+CD38-LIN- (Poblacion I11) de la médula ésea normal y de pacientes con LDCG-B a
través de un procedimiento de seleccion negativa. Este método de seleccion ha sido
ampliamente utilizado en nuestro laboratorio para el analisis de diversas neoplasias
hematopoyéticas y sangre de cordon umbilical (Flores-Guzman, 2005, Chavez-Gonzélez,
2004), demostrando ser un método confiable y reproducible para el analisis de poblaciones
celulares enriquecidas. Los porcentajes de células CD34+ después de la seleccion en la
Poblacién 11 de pacientes fue de 58% y para el caso de la Poblacion Il fue de 84%. Como
se puede observar estos resultados indican que las poblaciones celulares con las que se
trabajé no fueron poblaciones puras, sin embargo son poblaciones enriquecidas por arriba del
50% en células hematopoyeéticas primitivas. Es importante sefialar que ambas poblaciones
carecen en su mayoria de células maduras, ya que durante el procedimiento de seleccién se
realiz6 la eliminacion de células con marcadores de linaje en su superficie; por lo que los
fendbmenos que se observaron pueden ser atribuidos directamente a poblaciones celulares
primitivas presentes en la médula 6sea de los pacientes (Flores-Guzman, 2005).

Uno de los genes analizados en este estudio fue ice, el cual produce una
proteasa de cisteinas que pertenece a la familia de las caspasas, siendo considerada dentro del
grupo de las caspasas iniciadoras de apoptosis (Strasser A et al. 2000). Se ha reportado que
las células de SPM sufren mas apoptosis en comparacion con el mismo tipo celular en
médula dsea (Steidl et. al. 2002). Es posible que en las muestras de SPM que analizamos

estemos observando el mismo fendmeno, ya que detectamos mayores niveles de expresion
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genética de ice en la Poblacion | de SPM en comparacion con la Poblacion | de médula dsea
normal y de LDCG-B. De manera contraria en las tres poblaciones analizadas (I, I1 'y I11) la
expresion genética de ice fue menor en pacientes con LDCG-B que en las muestras normales.
Sin embargo en lo que se refiere a la expresion de la proteina encontramos que la Poblacion |
y la Poblacion Il de pacientes mostraron mayor expresion ICE en comparacion con medula
6sea normal. Por el momento desconocemos si la disminucion de la expresion de ICE se
vera reflejada en una disminucion en los niveles de apoptosis en células provenientes de
médula dsea de pacientes.

El gen c-myc es considerado como una pieza clave en la regulacion de la
proliferacion y diferenciacion, el arresto celular, asi como en la induccion de apoptosis
(Prendergas GC, 1999). Los niveles de expresion genética mas elevados de c-myc los
detectamos en la Poblacion Il de médula 6sea normal, esto correlaciona con el alto indice de
proliferacion de esta reportado para dicha poblacidn celular. Es interesante que en este
estudio hayamos detectamos disminucion de la expresion genética de c-myc tanto en las
Poblaciones | y 1l de LDCG-B en comparaciéon con médula ésea normal, teniendo los
menores niveles de expresion en la Poblacion I11. En el caso de la expresion de proteinas la
disminucion no fue significativa. Resulta interesante observar disminucion en la expresion
de este gen en muestras de médula ésea provenientes de pacientes con LDCG-B, cuando el
desarrollo de esta misma patologia en ganglios linfaticos y en otros tipos de Linfoma como el
de Burkitt, estdn asociadas con un aumento en la expresion de este gen (Boxer ML y Dang
VC, 2001). Sin embargo, se sabe que el Linfoma Folicular puede transformarse hacia un
subtipo de linfoma mas agresivo como es el LDCG-B y dicha transformacion esta asociada
con patrones alternativos de expresion genética. Mientras que un patron esta asociado con el
aumento en la expresion de c-myc y los genes que este regula, el otro patron se asocia con la

disminucion de c-myc y los genes que regula (Lossos IS et al, 2002). Como podemos
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observar, en base a la expresion genética de c-myc se esta teniendo un patrén caracteristico
de comportamiento de un tumor, lo cual nos habla del papel crucial que puede jugar este gen
dentro de la generacion de LDCG-B no solamente por el aumento en su expresion, sino
también por su disminucion.

Recientemente se han desarrollado investigaciones en las que se describe el
papel de c-myc en el desarrollo del sistema hematopoyético normal y leucémico (Hoffman B
et al, 2002), asi como los mecanismos por los cuales participa en los fendmenos apoptoticos
(Boxer ML y Dang VC, 2001). Dentro de este ultimo mecanismo se sabe que c-myc es
capaz de inducir apoptosis por las vias de Fas/CD95 y TNF en el sistema hematopoyético
(Hoffman B et al, 2002). Por otro lado, Plumas y cols. 1998, han descrito que las células B
tumorales provenientes de Linfomas No-Hodgkin, incluyendo al subtipo de LDCG-B, son
resistentes a la apoptosis mediada por Fas/CD95 (Plumas J et al, 1998). EIl que tanto la
Poblacién | como la Il de médula 6sea de pacientes presentaran disminucién en la expresion
genética de c-myc podria sugerir la presencia en médula dsea de células resistentes a la
induccion de apoptosis por la via de c-myc, dada la evidencia presentada anteriormente de
resistencia a apoptosis por células de linfoma. Una posible alternativa para corroborar que
efectivamente estd disminuyendo la expresién de c-myc seria analizar un gen que se
encuentre dentro de la cascada de induccion de apoptosis por c-myc y que sea directamente
regulado por este. Un buen candidato seria el gen FADD el cual es una proteina adaptadora
de la via de apoptosis de Fas/CD95 y que ademas es regulada directamente por c-myc (Boxer
ML y Dang VC, 2001).

Las alteraciones que se presentan en el gen bcl-2 son consideradas como las
alteraciones primarias para la generacion del LDCG-B, y las alteraciones en p53 y en c-myc
son consideradas como las alteraciones secundarias (McKeithan TW, 1990). Es importante

resaltar que detectamos disminucién en la expresion genética de bcl-2 entre la muestras
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normales y de pacientes, sin embargo la diferencia fue significativa solo en la Poblacion 1 sin
observar correlacion con la expresion a nivel de proteina, dado que la sobrexpresion de este
gen es crucial para la generacion de linfomas, debido a las ventajas que le confiere a las
células para sobrevivir (Korsmeyer, 1999, Ngan B-Y , 1988).

Para este estudio también analizamos el gen p53 el cual es un supresor de
tumor que se encarga de la eliminacion de células aberrantes o anormales, de ahi que se le
denomine como “guardian del genoma” (Sionov VR y Haupt Y, 1999). Para ésta molécula
no se detectaron diferencias a nivel de la expresion genética entre muestras normales y de
pacientes. A nivel de proteina en las muestras normales se observo un patron de disminucion
de la expresion conforme las células van madurando. Sin embargo en la Poblacion 1l de
pacientes el patron observado fue de incremento en algunas de las muestras, la cual consiste
en una poblacion de progenitores relativamente maduros, con una gran numero de células
proliferantes in vivo (Szilvassy SJ, 2003). Es posible que al encontrarse p53 aumentado la
expresion genética de sus blancos directos también se observe aumentada, un ejemplo seria el
gen p21 el cual es un regulador del arresto del ciclo celular, asi como el gen bax el cual es el
principal inductor de apoptosis por la via de p53 (Sionov VR, 1999). EI analisis de estas
moléculas nos permitiria conocer si dichas células estan activando los mecanismos de
detencion del ciclo celular o los de apoptosis. Contrario a lo que nosotros observamos, en
patologias hematoldgicas como los Sindromes Mielodisplésicos, se ha reportado disminucién
en la expresion de p53 a través de RT-PCR cuantitativa. Lo anterior se ha asociado
principalmente con la neutralizacion de la apoptosis debido a la disminucién de dicho gen
(Totzke G et al, 2001).

Uno de los principales problemas que encontramos durante el anélisis de los
resultados fue al momento de tratar de correlacionar los resultados a partir de RNAm con los

resultados de expresion de proteinas, dado que muchas veces éstos no coinciden. De hecho a
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nivel de proteina, de manera general, las cuatro moléculas analizadas se encontraron mas
elevadas en las muestras de pacientes. Resulta importante recalcar que en el presente estudio
se evalu6 de manera cualitativa la presencia de cada proteina en las muestras, obteniendo un
panorama de expresion en toda la muestra, no en cada célula. Ademas ha sido claramente
documentado que los mecanismos involucrados en la regulacion post- transcripcional y post-
traduccional varian dependiendo de cada proteina, asi que los niveles de RNAm y proteina
no necesariamente correlacionan (Chen G et al, 2002, Nordengren J, et al 1998).

Un punto importante de mencionar es el que se relaciona con la edad de los
pacientes incluidos en este estudio. Mientras que todas las muestras de MOn y de SPM
fueron obtenidas de donadores de entre 18 — 45 afios de edad, los pacientes con linfoma
tuvieron un rango mayor de edad, ya que 23 de 32 fueron mayores de 45 afios. En este
momento no podemos descartar la posibilidad de que las diferencias observadas en el
presente estudio sean debidas a la edad de los pacientes, ya que se ha demostrado que pueden
ocurrir importantes cambios funcionales y moleculares en células hematopoyéticas como
resultado del envejecimiento (Liang Y, et al, 2003). Aunado a lo anterior, las muestras
celulares utilizadas en este estudio, provenian de pacientes con pardmetros hematoldgicos
normales en sangre periférica (hemoglobina, hematocrito, leucocitos y plaquetas, Tabla I),
aun en aquellos que estaban recibiendo tratamiento anti-neoplésico. De todos los pacientes
incluidos en este estudio ninguno mostré infiltracion neoplésica hacia la médula dsea. Sin
embargo, es sabido que la infiltracion de células neoplésicas hacia la médula 6sea, cuando
esta presente, no siempre es homogénea en toda la médula del organismo, por lo que existe la
posibilidad de que la biopsia (la cual es realizada generalmente en la cresta iliaca), aporte un
resultado falso negativo (GOmez, 2002). En este momento no podemos descartar la
posibilidad de que existieran células malignas en la médula 6sea de los pacientes estudiados,

las cuales pasaron desapercibidas en el estudio morfoldgico.
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Es posible que las deficiencias en los potenciales de proliferacion y expansion
reportadas previamente en estos pacientes (Martinez-Jaramillo, 2004), pudieran ser
explicadas por las alteraciones moleculares aqui detectadas. Es probable que en un futuro los
resultados obtenidos puedan ser tomados en cuenta al momento del diagnostico de los
pacientes, asi como para la eleccion de los sujetos candidatos a transplantes autologos de
medula 6sea posterior al tratamiento con quimioterapia.

Es importante recalcar que los resultados obtenidos en médula dsea, pudieran
reflejar otra serie de alteraciones distintas a las cominmente encontradas en ganglios
linfaticos de pacientes con LDCG-B. Sin embargo, si estas células con alteraciones en la
expresion de genética y de proteinas en moléculas como ICE, C-MYC, P53 y BCL-2 son
capaces de llegar a los ganglios linfaticos, serian células que desde la médula dsea presentan
cambios que pudieran hacerlas susceptibles para la generacion de nuevas alteraciones; dado
que en los ganglios linfaticos ocurren una serie de mecanismos genéticos como
hipermutacidén somatica y rearreglos cromosémicos, los cuales se sabe que pueden fallar en
el LDCG-B (Pasqualucci L et al, 2001) y por lo tanto hacer a una célula neoplasica.

En un principio se planted analizar la expresion genética en celulas
provenientes de los ganglios linféaticos (tejido fresco) de los pacientes, sin embargo una
limitante para esto fue que los pacientes remitidos al Hospital de Oncologia del CMN Siglo
XXI1 IMSS, se presentan con diagnoéstico previo realizado en ganglios linfaticos, por lo que la
toma de una segunda biopsia resulta problematica. En un futuro se tendria la posibilidad de
trabajar con los bloques de tejido que proporcionan los pacientes al servicio de Patologia del
Hospital, por lo que resultaria muy interesante analizar la expresion (genética y de proteinas)
de los mismos genes que se analizaron en médula 6sea para comparar y correlacionar lo que
esta ocurriendo en ambos lugares anatomicos en los pacientes con LDCG-B tanto al

momento del diagnostico como antes y después del tratamiento anti-neoplasico.
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Resultd interesante encontrar alteraciones en progenitores hematopoyeticos
que no solamente son capaces de generar células mieloides ya que ambas poblaciones
analizadas (CD34+LIN- y CD34+CD38-LIN-) aun mantienen el potencial para generar
diferentes linajes hematopoyeticos tanto mieloides como linfoides. De lo anterior, se
desprende que el estudio de diferentes subpoblaciones celulares de medula dsea, desde
progenitores muy primitivos que aun no estdn comprometidas con algun linaje en particular,
hasta subpoblaciones que ya se encuentran comprometidas hacia la linea linfoide, pudiera
definirnos, si este fuera el caso, a qué nivel dentro de la jerarquia hematopoyética, se estan
originando las alteraciones que dan origen al LDCG-B. Dado que los Linfomas Difusos son
en su mayoria de linaje B el analisis de la subpoblacién hematopoyetica de progenitores
linfoides de linaje B, CD34+CD19+ daria evidencia de si existen alteraciones funcionales y
moleculares a nivel de esta poblacion.

En este momento la identidad de la célula a partir de la cual se origina
el linfoma es materia de controversia por lo que no podemos descartar si los fendmenos
observados en las poblaciones hematopoyeticas analizadas son las alteraciones primarias que
dieron origen al linfoma o si son un reflejo de la enfermedad que se esta desarrollando en

ganglios linfaticos.

89



X1 CONCLUSIONES

En el presente estudio, observamos alteraciones moleculares en las tres
poblaciones celulares analizadas, incluyendo a las células maduras reconocibles por su
morfologia (Poblacion 1), asi como a los progenitores hematopoyéticos primitivos
(Poblaciones Il y 111). Este trabajo demuestra que la médula 6sea de pacientes con LDCG-B
no es completamente normal, sino que presenta diferencias sutiles en la expresion genética y
de proteinas de moléculas como ICE, BCL-2, C-MYC y P53 en células hematopoyéticas.

Los resultados obtenidos a partir del analisis de RT-PCR Multiplex
demostraron expresién de ice disminuida en muestras de pacientes en comparacion con
medula 6sea normal, en las tres poblaciones analizadas. La expresion de bcl-2 también
estuvo disminuida en la Poblacion I, y c-myc en las Poblaciones | y Il de pacientes, en
comparacion con su contraparte normal. Las diferencias en la expresion de p53 entre
muestras de pacientes y muestras normales no fueron significativas.

En lo que se refiere al anlisis de proteinas, se observo que de manera general
las cuatro moléculas incrementaron su expresion en las diferentes poblaciones de células
hematopoyéticas de médula 6sea de pacientes con LDCG-B en comparacion con médula 6sea
normal. De manera interesante estas proteinas se expresaron predominantemente en las

células progenitoras mas primitivas.
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Es posible que las deficiencias en los potenciales de proliferacion y expansion
reportadas previamente en estos pacientes (Martinez-Jaramillo, 2004) pudieran ser explicadas
por las alteraciones moleculares aqui detectadas. Sin embargo la posible participacion de
células progenitoras hematopoyeticas de la médula dsea en el origen del LDCG-B debe ser

analizada en mayor detalle en estudios posteriores.

X1l PERSPECTIVAS

e Realizar analisis funcionales de la induccién de apoptosis a través de la via Fas/CD95
en distintos progenitores hematopoyeticos de médula ésea de pacientes con LDCG-B.

e Un punto muy interesante para analizar a nivel de progenitores hematopoyeticos de
médula Osea, seria la busqueda de los diferentes marcadores moleculares que se
determinaron en los dos subtipos de LDCG-B identificados por Alizadeh y cols. en el
2000. Asi mismo, la aplicacion de las nuevas metodologias de analisis molecular,
como la hibridacion genomica comparativa y los microarreglos de DNA, en
diferentes poblaciones hematopoyéticas de medula 0sea en pacientes con LDCG-B,
brindarian un panorama mas amplio de lo que esta ocurriendo con la biologia de ésta
patologia.

e Caracterizacion funcional y molecular de la poblacion hematopoyetica CD34+CD19+

de médula désea de pacientes con LDCG-B.
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