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INTRODUCCION

La Leucemia Mieloide Croénica (LMC)es un trastorno clonal mieloproliferativo que
resulta de la transformacién neoplésica de células hematopoyéticas pluripotenciales,
corresponde al 15-20% de las leucemias en adultos y se caracteriza por la presencia
de la translocacién entre los cromosomas 9 y 22,1(9;22)(q34;q11.2) la cual produce
un gen quimérico BCR-ABL que se traduce como producto de fusién de proteinas
con actividad tirosino cinasa incrementada, ligada a la patogénesis de la LMC, por
tanto representa un blanco ideal para intervencién terapéutica. El tratamiento para
LMC ha cambiado dramaticamente en los ultimos afios, la introduccién del mesilato
de Imatinib comenzé la era de terapia molecular al producir respuestas
citogenéticas completas en mas del 80% de los pacientes y respuestas moleculares
mayores en el 90% de los casos. Actla como inhibidor de cuatro proteinas tirosino
cinasas, en las células que expresan BCR-ABL inhibe la autofosforilacion de BCR-ABL,
la fosforilacién de sustratos y la proliferacién, e induce apoptosis (proceso fisiolégico
de muerte celular en forma controlada en respuesta a diversos estimulos , en este
caso a agentes externos como lo son los quimioterapicos).Existen 2 vias de
apoptosis (externa e interna) en la externa una sefial interacciona con una serie de
receptores de muerte de la membrana celular como el Fas (CD95). Pocos estudios
han reportado la expresion de Fas CD95 en células de leucemia, Lijita y cols
realizaron un estudio sobre la expresion funcional de Fas(CD95) en células de
leucemia mieloide aguda (LAM) en el contexto de expresién de CD34 y CD38(pero
no en relacién a tratamiento) en 64 pacientes donde se concluyé que hay una
expresion variable de Fas en células de LAM, y que la apoptosis mediada por Fas
podria ser relevante clinicamente, por lo que surgid la idea de determinar la
expresion de FAS/CD95 como marcador de apoptosis en leucocitos de pacientes con
LMC antes y después de iniciar tratamiento con Imatinib, asi como correlacionar con
otro marcador : anexina V. Ademds de determinar la relacion de los marcadores de
apoptosis con la obtencién de respuesta hematoldgica



ANTECEDENTES

A) LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

La leucemia mieloide crénica (LMC), conocida también como leucemia granulocitica
cronica (LGC) es un transtorno mieloproliferativo que resulta de la transformacion
neoplasica de células hematopoyéticas pluripotenciales con incidencia de 1-2 casos por
100 000 habitantes, mas frecuente en varones con una relaciéon respecto a mujeres de
(1.3-1.5:1) corresponde al 15-20% de todas las leucemias en adultos. La edad de
presentacion es a los 50-60 afos, se relaciona en cuanto a su etiologia con radiaciones,
antigenos HLA, y con la presencia de cromosoma Philadelphia que resulta de una
translocacion reciproca entre los cromosomas 9 y 22, £(9;22) (q34;q11) (fig 1) Ila cual
implica el movimiento de un segmento del protooncégen Abelson, ABL del brazo largo
del cromosoma 9 a la region principal del agrupamiento del punto de rotura (M-BCR) en
el cromosoma 22 y el movimiento de un fragmento del cromosoma 22 al cromosoma 9.
Los cromosomas resultantes se etiquetan como 22g- ya que falta parte del brazo largo y
9g+ porque el brazo largo lo es mas de lo normal. Asi, resulta también como un
marcador de buen prondstico en los pacientes que cursan LMC. La enfermedad tiene 3
fases una cronica ,una acelerada y una blastica, la primera no cuenta con caracteristicas
de la segunda y de la tercera, la fase acelerada se define como uno 6 mas de los
siguientes: por la presencia de células blasticas 15-19% en sangre periférica (SP) o
médula dsea(MO), baséfilos >20% trombocitopenia<100x10° no relacionada al
tratamiento. Y la crisis blastica definida por la presencia de >20% de blastos en SP, MO
0 involucro extramedular 6 ambos, el grupo Europeo considera la fase acelerada con un
porcentaje de blastos de 15-20% Yy la blastica mayor de 30%.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes de la enfermedad se muestra en el
cuadro 1,donde se reporta el porcentaje de presentacion de los sintomas y signos en
LMC, sin olvidar que algunos pacientes se encuentran asintomaticos y son detectados
como hallazgo en reporte de laboratorio 6 pueden presentar sintomas pocos comunes
(diaforesis, priapismo, tinitus)

SINTOMAS % | SIGNOS %
Fatiga 83 | Esplenomegalia 95
Pérdida de peso 61 | Dolor esternal 78
Plenitud temprana 38 | Linfadenopatia 64
Hemorragia 35 | Hepatomegalia 48
Dolor abdominal 33 | Parpura 27
Fiebre 11 | Hemorragia retiniana | 21

Cuadro 1.-Manifestaciones clinicas en pacientes con LMC, reportados en porcentaje
de acuerdo a frecuencia de aparicion
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Figura 1.-Cromosoma Philadelphia : t( 9:22)

En el reporte de laboratorio la cuenta de leucocitos es elevada al diagndstico (25x10°/L),
en un 50% de los casos se reporta cuentas>100x10°/L, ademas de granulocitos en
todos los estadios de desarrollo, neutrofilos hipersegmentados, la fosfatasa alcalina de
los neutrofilos esta disminuida 6 ausente. En el estudio de médula dsea, se observa
hipercelularidad, con granulopoyesis dominante, eosindfilos y basofilos estan
incrementados en relacidn a como se encuentran en sangre periférica(2), en ocasiones
se pueden ver células de pseudo Gaucher

Fiaura 2 Frotis de sanare periférica Figura 3 Frotis de médula 6sea , se observan blastos mieloides (fase blastica)

El tratamiento para LMC ha cambiado dramaticamente en los ultimos afos, la
introduccién del mesilato de Imatinib (Glivec®) comenzé la era de terapia molecular al
producir respuestas citogenéticas completas en mas del 80% de los pacientes y
respuestas moleculares mayores en el 90% de los casos, es decir las mejores respuestas



comparados con otros tratamiento como hidroxiurea e Interferdona. Pertenece a el grupo
de los 2-fenilaminopiridinas desarrollado en 1990. Actia como inhibidor de cuatro
proteinas tirosino cinasas, : Ableson (ABL) receptor de factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGRF) o. Y B Y KIT ,asi como el gen relacionado a Abelson (ARG). En las
células que expresan BCR-ABL inhibe la autofosforilacion de BCR-ABL, la fosforilacion
de sustratos y la proliferacion, e induce apoptosis, mecanismo fisioldgico de muerte
celular que en este caso esta inducido por agentes externos como lo son los
quimioterapicos. A continuacion se explica el mecanismo de apoptosis.

APOPTOSIS
En condiciones fisiologicas las células danadas, se eliminan a través de un tipo de
muerte celular denominada apoptosis, del griego antiguo apo-toe-sis, que significa
desprendimiento de las hojas del arbol en otoio. Kerr en 1972 retomé el término y lo
aplico a la pérdida de las células por los tejidos para la supervivencia del hospedero. Se
ha observado que este tipo de muerte celular es vital en la homeostasis tisular porque
cuando se altera se producen enfermedades degenerativas como la enfermedad de
Alzheimer, Huntington, dafio isquémico, desdrdenes autoinmunes y varios tipos de
neoplasias. Cuando la gravedad del dafio es tal que la célula no puede repararse, se
activan mecanismos que la dirigen al suicidio a través de un grupo de moléculas,
conservadas evolutivamente, que constituyen la maquinaria apoptética. Aunque algunas
de estas moléculas son ubicuas y generales, otras son especificas de algunos tejidos y
utilizan sefiales también especificas.

Diferentes vias de activacion de la apoptosis
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Figura 5

Uno de los primeros cambios morfoldgicos que presentan las células al inicio del proceso
apoptotico, consiste en una condensacion del citoplasma y reduccion del volumen celular
acompafiado de cambios en la estructura del nucleo. La cromatina se condensa y forma
cUmulos densos adosados a la membrana; esto es seguido de invaginaciones de la
membrana nuclear y termina con la fragmentacién del ndcleo en estructuras
membranosas con cantidades variables de cromatina. De manera analoga, la membrana
celular experimenta invaginaciones que terminan por fragmentar a la célula formando



racimos de vesiculas (Fig 4) El proceso de apoptosis ha sido subdividido en 3 fases
diferentes: inductora, efectora y de degradacion.

La investigacion sobre alteraciones de la apoptosis se ha dirigido Gltimamente a intentar
detectar anomalias en los genes implicados en el control y regulacion de este proceso.
Se han identificado en el ser humano algunos genes cuya transcripcion parece ser
crucial en este proceso: fas, p53, bcl-2, entre otros. £/ gen fas/APO-1/CD95 es un
inductor de apoptosis en los linfocitos T y B ya activados.. Este gen codifica una proteina
transmembrana de la familia del receptor del factor de necrosis tumoral, cuya
estimulacion conduce a la apoptosis de linfocitos T y B previamente activados. Teniendo
en cuenta que la apoptosis constituye un mecanismo que evita una proliferacion
excesiva y descontrolada de células implicadas en la respuesta inmune, no debe
extrafnar que una de las sefiales que estimulan la apoptosis en los linfocitos sea la propia
activacion de éstos.  Esta sefal es transmitida a un segundo mensajero intracelular
(calcio, protein-cinasa C, tirosin-cinasa) que actla a nivel del nicleo y ocasiona la
transcripcién de determinados genes. La expresion de estos genes determina la sobre
expresion del receptor de FAS (rFas) y la induccidn del Fas ligando (LFas), lo que hace
que se active el proceso de apoptosis en dicha célula Por lo tanto, la apoptosis inducida
por la activacion se desencadena por la reestimulacion de los LB por sus
inmunoglobulinas de superficie o por la reinteraccion antigénica con los receptores de
los LT ya activados, esto conlleva a la transcripcidon de anti-oncogenes por los
mecanismos apoptoticos.

Asi pues, la llamada "apoptosis inducida por la activacion” se desencadena por la
estimulacion de las inmunoglobulinas de membrana en los linfocitos B, y en los LT por la
interaccién con su receptor (TCR) a cargo de antigenos o, experimentalmente,

Este fendmeno tiene importancia en la autotolerancia (seleccién timica negativa), en la
tolerancia inmunoldgica (desensibilizacion), y en el mecanismo de “feed-back” para
evitar respuestas inmunes exageradas (fendmenos autoinmunitarios y sindromes
linfoproliferativos). El gen p53 también llamado “guardian del genoma”, se encarga de
estimular la apoptosis cuando hay un dafio importante del DNA que no podra ser
reparado. El p53 es un oncogén recesivo, localizado en el brazo corto del cromosoma.
Sus alteraciones se han relacionado con el origen de diversas neoplasias (colon, mama,
pulmdn, etc). Su funcidn parece estar asociada principalmente a la regulacion del ciclo
celular mediante el bloqueo del paso de la fase G1 a S. De esta forma, la célula sufre
apoptosis si existen alteraciones en el DNA de dificil reparacion.

El protooncogén bc/-2 inhibe habitualmente la apoptosis, de manera que, en caso de
una sobre expresion andmala, permitird una proliferacion celular excesiva con el posible
desarrollo de neoplasias. Bcl-2 fue inicialmente identificada por su participacién en la
mayoria de linfomas no Hodgkin de células B, donde la traslocacion intercromosomal
t(14:18) yuxtapone el gen bcl-2 con el locus de las inmunoglobulinas, lo que lleva a la
transcripcion de altos niveles de bcl-2, con el consiguiente incremento de la
supervivencia celular.



Vias de induccién de apoptosis

Existen dos tipos generales de vias de sefalizacion que permiten el inicio de la
activacion de caspasas iniciadoras de la muerte celular programada. La primera de ellas
depende de la participacion de la mitocondria y la segunda implica a los receptores de
muerte como son el receptor 1 de TNF (TNFR-1) y Fas (CD95). (Fig 5)

se asocia con Apaf-1 y después con la procaspasa-9 para formar el apoptosoma. Las
proteinas de choque térmico (heat-shock proteins, HSP) actlan en multiples pasos
regulando la apoptosis. El apoptosoma hidroliza la procaspasa-3 a caspasa-3 que se
encarga de ejecutar la apoptosis generando distintos subprogramas cuya suma resultara
en el desmantelamiento ordenado y en la muerte de la célula.

Via Intrinseca 6 Mitocondrial

La mitocondria no es sélo la productora de energia de la célula, es también un arsenal.
La mitocondria secuestra un potente coctel de proteinas proapoptéticas. La mas
prominente entre ellas es el citocromo ¢, el humilde transportador de electrones. Varios
trabajos han revelado que el citocromo c es todo lo contrario a inocuo y que ademas de
su implicacion en la fosforilacion oxidativa mitocondrial, es uno de los componentes
requeridos para la activacién de la caspasa-9 en el citosol. No se conoce exactamente
cdmo el citocromo c atraviesa la membrana externa, pero esta claro que la familia de
Bcl-2 estd intimamente implicada en la regulacién de este proceso. El nombre de la
familia se debe al primer miembro, que fue aislado como un gen implicado en el linfoma
de células B

Se ha identificado un inhibidor de las IAPs de mamiferos, denominado Smac (second
mitochondria-derived activator of caspases) o DIABLO (direct IAP-binding protein with
low pI). Smac/DIABLO se une a los miembros de la familia de las IAPs y neutraliza su
actividad antiapoptética. Curiosamente, Smac/DIABLO es una proteina mitocondrial
normal pero su liberacion al citosol celular induce apoptosis, presumiblemente siguiendo
la misma ruta de salida que el citocromo c. Por tanto, si una célula esta comprometida a
sufrir apoptosis y libera el contenido mitocondrial al citosol, entonces Smac/DIABLO
secuestra las proteinas IAPs y se asegura que estas proteinas no intenten parar el
programa en curso.

La via mitocondrial se ejecuta en respuesta a intromisiones externas y a dano en el
DNA. Las distintas vias de respuesta convergen en la mitocondria, a menudo a través de
la activacion de miembros proapoptéticos de la familia de Bcl-2. Excepto Bcl-2, que esta
la mayoria del tiempo anclado a membranas intracelulares, algunos miembros de los
grupos II y III, incluyendo Bax, Bad, Bim y Bid, pueden localizarse tanto en el citosol
como en organelos. La forma citosdlica de estas proteinas es un reservorio inactivo pero
preparado para la batalla. Las senales proapoptéticas redirigen estas proteinas a la
mitocondria donde tendra lugar la lucha por el destino de la célula. La activacion de
miembros proapoptdticos puede producirse a través de proteolisis, defosforilacion y
probablemente otros mecanismos. Los miembros pro y antiapoptéticos de la familia de
Bcl-2 se encuentran en la superficie de la mitocondria donde regulan la salida del
citocromo ¢ por un mecanismo todavia debatido. Si los miembros proapoptéticos ganan,



una gran cantidad de moléculas son liberadas desde la mitocondria. La principal de
estas moléculas liberadas es el citocromo c.

Via extrinseca o de los receptores muerte

Los receptores de muerte de la familia del receptor de TNF (TNFR) incluyen TNFR1, Fas
(CD95), DR3/WSL vy los receptores del ligando inductor de apoptosis relacionado con el
TNF (TNF-related apoptosis-inducing ligand, TRAIL)/Apo-2L (TRAIL-R1/DR4, TRAIL-
R2/DR5). Los miembros de esta familia estan caracterizados por presentar de dos a
cinco copias de un dominio extracelular rico en cisteina. Los receptores de muerte
también poseen un dominio intracelular en el C-terminal del receptor denominado
dominio de muerte (death domain, DD). Cuando un ligando se une a estos
receptores se puede producir la muerte por apoptosis de la célula que los posee.

El miembro de los receptores de muerte mas estudiado y relevante en Inmunologia es el
CD95 6 Fas. La oligomerizacion, mas probablemente la trimerizacién, del CD95 tras la
union de su ligando, FasL, es requerida para la transduccion de la sefial apoptdtica. Un
complejo de proteinas se asocia con el CD95 activado. Este complejo de sefalizacion
inductor de muerte (death-inducing signalling complex, DISC) se forma en el
segundo de los receptores trimerizados. Primero, el adaptador FADD (Fas-associated
death domain) o Mortl se une a través de su dominio de muerte al dominio de muerte
del CD95.

FADD también presenta el denominado dominio efector de muerte (death-effector
domain, DED), y, de nuevo por interacciones homologas, recluta en el DISC la
procaspasa-8 (o FLICE) que contiene un DED. Después, la procaspasa-8 es activada
proteoliticamente y la caspasa-8 activa es liberada del DISC al citoplasma formando un
heterotetramero de dos subunidades pequefias y dos grandes. La caspasa-8 activa
rompe varias proteinas de la célula incluyendo la procaspasa-3, que resulta en su
activacion y en la finalizacion de la muerte celular.

La inhibicién de esta ruta es realizada por proteinas que contienen dos DED y que se
unen al complejo CD95-FADD. Esto inhibe el reclutamiento y la activacion de la caspasa-
8, antiguamente conocida como FLICE, de ahi el nombre de proteinas inhibidoras de
FLICE (FLICE-inhibitory proteins, FLIP). La via de los receptores de muerte y la via
mitocondrial convergen a nivel de la activacion de la caspasa-3. El solapamiento y la
integracion de las dos vias se debe a Bid, un miembro proapoptético de la familia de Bcl-
2. La caspasa-8 media la ruptura de Bid incrementando enormemente su actividad
proapoptoética que resulta en su translocacion a la mitocondria donde promueve la
liberacion del citocromo c. Hay que tener en cuenta que en la mayoria de las
condiciones, este solapamiento es minimo, y las dos vias operan de manera
independiente.



La apoptosis es la que genéticamente controla el programa de suicidio celular que puede
ser activado por la deteccidn de células contra la desregulacion del oncogen, el estimulo
que induce stress y el dafio producido por agentes al DNA. Al Bcr-Abl se le ha atribuido
una actividad antiapoptotica, la cual parece promover el desarrollo y la resistencia a las
drogas por la Leucemia mieloide Crdnica (LMC). Estudios han demostrado que el Bcr-Abl
tiene una fuerte funcidon antiapoptotica sobre las citosinas que promueve una selectiva
activacion de los Stats. El incremento de la actividad de las cinasas en células positivas
Bcr-Abl nos conduce a la activacion de las proteinas Stats, las cuales entran
seguidamente al nucleo y activan la transcripcién de genes envueltos en el proceso
apoptotico. Alguno de estos genes han demostrado estar envueltos en la oncogenesis
mediada por Bcr-Abl, asi tenemos: c-myc, Bcl-x, ciclina D1 y P21waf. La leucemia
mileoide crénica al progresar hacia la fase aguda, frecuentemente la expresién de
niveles de Bcr-Abl se incrementa. Esta fase muestra profundas caracteristicas
apoptoticas que se reflejan en dificultad en el tratamiento. Ademas una duplicacion del
cromosoma Ph1 representa mas frecuentemente una anormalidad cariotipica en la fase
aguda de la leucemia mieloide crénica. Tambien lineas de células inmortales, mdltiples
copias o la amplificacion del gen Bcr-Abl han sido observadas.

La inhibicion de apoptosis, sin embargo, no se considera el primer mecanismo que
emplea el gen Bcr-Abl en la clonogenesis en la leucemia mieloide crénica. Como se ha
visto las células provenientes de pacientes con leucemia mieloide crdnica, en estadios
tempranos de esta enfermedad, por si sola la expresion del gen Bcr-Abl no impide la
induccion de apoptosis por drogas, ni tampoco induce apoptosis por la retirada de las
citosinas, acentuando el contexto celular y el estado de la enfermedad dentro de los
efectos mediados por Bcr-Abl.

La resistencia de la apoptosis en células positivas Bcr-Abl se ha reportado que ocurre
por la via Bcl-2 dependiente y es independiente a otras vias. Asi, es de interés la mayor
expresion de Bcl-2 con la presencia de IL-3 que no reemplaza la actividad antiapoptotica
inducida por Bcr-Abl. La expresion de Bcl-2 ha mostrado la funcién de impedir la
actividad pro-apoptotica de Myc, por tanto, permite a las células proliferar en ausencia
de apoptosis. Bcr-Abl conduce a elevar la expresion de otros genes antiapoptoticos, Bcl-
XL, que parece ser un participante muy poderoso en la mediacion de la resistencia
apoptotica por Bcr-Abl. Esta molécula antiapoptotica es tambien regulada por IL-3 y su
funcion parece depender de la via de la Map cinasa. Niveles disminuidos de Bcl-xL
preceden apoptosis inducida por la retirada de citosinas. La proteina cinasa C (PKC)
tambien ha sido implicada como un marcador negativo de Bcr-Abl en la mediacién de la
supresion de apoptosis. La inhibicion selectiva de Bcr-Abl y PKC ha demostrado la
necesidad de mantener la activacion de PKC al suprimir apoptosis en respuesta a los
agentes quimiotérapicos.



Se ha realizado estudios en relacion a la expresion de Fas/CD95, en 1995 Hiroyuki Hata
y colaboradores realizaron un estudio para determinar la expresion de Fas/Apo-1
(CD95) y apoptosis en células de pacientes con patologias de células plasmaticas, la
apoptosis se confirmo con analisis morfoldgico solo & en combinacién con analisis de
electroforesis de DNA, en sus resultados reportaron que las células plasmaticas de
mieloma agresivo con expresion elevada de DHL expresan antigeno Fas, el
entendimiento del mecanismo de apoptosis en células plasmaticas malignas contribuyen
a la investigacion de patofisiologia y de tratamiento d de mieloma.

En 1997 Lijita y cols realizaron un estudio sobre la expresiéon funcional de Fas(CD95) en
células de leucemia mieloide aguda (LAM) en el contexto de expresién de CD34 y
CD38(pero no en relacion a tratamiento) en 64 pacientes donde se concluyd que hay
una expresion variable de Fas en células de LAM, y que la apoptosis mediada por Fas
podria ser relevante clinicamente.

En 2007 se realizd estudio para valorar apoptosis por Imatinib en sindrome
hipereosindfilico y se concluyd que apoptosis elevada significativamente después de 96
horas de la ingesta de MI puede ser predictivo de la respuesta a tratamiento en
pacientes con la fusion FIP1L1-PDGFRA vy sin gen de fusidn detectable.

CITOMETRIA DE FLUJO

El método que utilizamos en el presente estudio para determinar apoptosis es la
citometria de flujo el cual analiza células en suspension que interfieren de forma
individual con una fuente de luz. La interseccidon de cada célula con la luz laser provoca
la emision de una serie de sefiales luminosas que permite diferenciar poblaciones
celulares dentro de la muestra analizada, por su tamafio relativo, por sus granulaciones
o bien por su reactividad con fluorocromos previa incubacién con diversos anticuerpos
monoclonales. Es un método de lectura rapido, que permite analizar un elevado nimero
de células (de 10.000 a 50.000 para cada anticuerpo monoclonal) y proporciona un
registro computarizado de los resultados.

La citometria de flujo permite la determinaciéon de antigenos celulares de superficie, y
por tanto, tiene utilidad en el inmunotipaje de leucemias agudas y sindromes
linfoproliferativos crénicos. Asi mismo, permite la cuantificacion del ADN vy la
determinacién de la actividad proliferativa de la poblacién celular. La cuantificacién de
ARN celular se aplica al recuento de reticulocitos.

La citometria de flujo se ha beneficiado de los avances ocurridos en los Ultimos afios en
informatica, electrdnica, Optica y tecnologia laser. Asi mismo, la produccién de nuevos
anticuerpos monoclonales con diferentes fluorocromos y los nuevos procedimientos de
tincién en citoquimica han permitido ampliar las areas de estudio en diagndstico clinico e
investigacion biomédica. Actualmente, esta tecnologia ha pasado de ser una
herramienta Util en investigacion basica a ser empleada en la practica habitual de
muchos laboratorios de hematologia y anatomia patoldgica.
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Dentro de las aplicaciones de citometria de flujo se encuentra la Identificacion de
antigenos mediante anticuerpos monoclonales marcados con diferentes fluorocromos,
que permiten la identificacién y clasificacién de diferentes células tanto normales como
patoldgicas. El isotiocianato de fluoresceina, la ficoeritrina y el PerCP son los
fluorocromos mas empleados en el marcaje de anticuerpos monoclonales. Todos ellos se
excitan a 488 nm (luz azul) y emiten en la zona del verde, naranja y rojo,
respectivamente. El citdmetro mediante una compensacion electronica permite su
utilizaciéon simultanea. La posibilidad de realizar un triple marcaje con diferentes
anticuerpos monoclonales en una misma muestra ha permitido profundizar en el
conocimiento de las diferentes poblaciones celulares estudiadas. Asi, se han logrado
importantes avances en el diagnostico clinico y clasificacion de leucemias y linfomas. En
otras dareas también se ha demostrado su utilidad como en la deteccion de auto
anticuerpos e inmunocomplejos, en el diagndstico de trombocitopatias adquiridas, y en
la realizacién de la prueba cruzada linfocitaria. La monitorizacién de las subpoblaciones
linfocitarias en el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), fundamentalmente la
cuantificacion en sangre periférica de las células CD4+ vy los linfocitos CD8+, aporta un
valor diagndstico y prondstico en esta patologia En la actualidad representa una técnica
de rutina en muchos laboratorios, ante la necesidad de establecer controles periddicos
del nimero de células CD4+ en estos pacientes.

Para la identificacion de la apoptosis celular y la diferenciacion entre apoptosis y
necrosis, la citometria de flujo ha evaluado los cambios en la morfologia celular, la
presencia de fosfatidil serina en la superficie celular, el hundimiento de Ila
transmembrana mitocondrial, la fragmentacién de ADN y la activacion de caspasas.
Deteccién de cambios en la morfologia celular se conducen primeramente por la
deshidratacion que se evidencia por la reduccién de la célula, la condensacién de la
cromatina y citoplasma , la fragmentacion nuclear, todo esto mediado por la activacion
de caspasas. Por el contrario, la célula en necrosis esta marcada inicialmente por la
hinchazon de la célula seguida de la ruptura de su membrana y su posterior lisis. Todos
estos cambios pueden ser detectados y medidos por una exploracién citometrica. Asi, es
de enfatizar que la citometria de flujo es capaz de percibir los cambios de los diversos
mecanismos que llevan a la célula a la apoptosis, siendo de mucha ayuda en Leucemia
Mieloide Cronica (LMC) debido a que en este tipo de leucemia el fendmeno de la
apoptosis se halla bloqueado, por ello con la determinacién de la sefial apoptosis
proporcionada por FAS/CD95 después del tratamiento quimioterapico hace posible
evidenciar la efectividad del mismo. Se han realizado numerosos estudios de apoptosis
en Leucemia Mieloide Cronica (LMC) utilizando la citometria de flujo, uno de ellos es con
el Arsénico, el cual induce apoptosis en este tipo de leucemias, asi mismo, se ha
estudiado el Interferon Alfa (INF-alfa), cuyo mecanismo de accidon esta dado por FAS —
R, el cual hace posible la apoptosis en la Leucemia mieloide Crdnica y también el estudio
de farmacos utilizados en este tipo de leucemias, los cuales producen apoptosis y esta
se evidencia por el analisis citométrico.

Los fluorocromos ofrecen un método sensible para obtener informacién acerca de la
estructura, funcién y vitalidad de  las células. Hay dos modos de uso:

11



(1) unién covalente del fluorocromo a moléculas que se unen especificamente a
componentes celulares.

(2) fluorocromos que varian sus caracteristicas en funcion del microambiente que les
rodea.

Las propiedades ideales de un fluorocromo son:

e Alto coeficiente de extincion a la longitud de onda de excitacién (probabilidad de
absorber la luz)

e Alto rendimiento cuantico (emision de luz.

e Elevada fotoestabilidad.

e Corto estado de excitacion.

Si el fluorocromo va a estar unido a algo, éste sera insensible a cambios de pH,
polaridad y microambiente.

Fundamento del immunoprep ™™

El sistema de reactivo del IMMUNOPREP cumple por lo general con el propdsito del
laboratorio al ser utilizado como reactivo, en la preparaciéon de leucocitos provenientes
de sangre entera que son medidos por inmumofluorescencia en citometros de flujo
opticos.

El IMMUNOPREP es un sistema de reactivos rapido, ligero que no lava a los eritrocitos
del sistema de lisado lo cual mantiene la morfologia de los leucocitos y la integridad de
la superficie celular. Asi, la perdida celular y morfoldgica debido al lavado y centrifugado
es eliminada. Los tiempos de de procesamiento estan sustancialmente reducidos por la
automatizacién que nos permite rapidas respuestas en situaciones clinicas urgentes.

El IMMUNOPREP es un conjunto de tres sistemas de reactivos especificos que consiste
en:

e IMMUNOPREP A: agente de lisado para eritrocitos.

e IMMUNOPREP B: estabilizador de leucocitos.
IMMUNOPREP C: un fijador de membrana celular.
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JUSTIFICACION

Las fallas en la capacidad intrinseca de las células madre pluripotenciales de
experimentar apoptosis puede provocar que las células sufran mutaciones, sobrevivan
en forma inadecuada, o se tornen malignas. Este defecto puede ser responsable de la
resistencia a la muerte celular observada en las células leucémicas luego del tratamiento
quimioterapico. Cuando las células hematopoyéticas adquieren cambios genéticos que
bloquean el envejecimiento, pueden ser incapaces de morir. Del mismo modo, las
alteraciones a nivel del ciclo celular pueden contribuir a la transformacion leucémica.

La apoptosis es un proceso de autodestruccion programada de las células que no induce
respuesta inflamatoria. A nivel molecular, se produce por activacién de las caspasas,
proteasas intracelulares que se encuentran en estado latente y que se activan en
respuesta a diversos estimulos. respuesta a diversos estimulos. La regulacién de la
muerte celular en el cancer es compleja, y las drogas quimioterapicas actian en
diferentes moléculas y procesos celulares.

El la Leucemia Mieloide Crénica (LMC) la apoptosis se encuentra inhibida,
promoviendo asi, la proliferacion de células neoplasicas.

La expresibn de FAS/CD95, nos ayudara a la determinacién de la respuesta
apoptotica, misma que puede ser un factor predictivo en el tratamiento de la
Leucemia Mieloide Crénica ph (+)

La importancia de este trabajo, radica en conocer la respuesta apoptotica del paciente
al tratamiento con mesilato de Imatinib mediante la expresion de FAS/CD95 que se
corrobord con la expresion de anexina v.

OBJETIVO GENERAL

e Determinar la sefial de expresion de Fas (Cd95) mediante Citometria de flujo en
pacientes con Leucemia Mieloide Cronica ph (+) tratados con Mesilato de
Imatinib.

OBJETIVO ESPECIFICO

e Determinar la expresion de anexina V en pacientes con LMC tratados con
mesilato de Imatinib

o Determinar la expresién de nucleosomas en pacientes con LMC tratados con
mesilato de Imatinib

e Determinar la relacion de Fas CD95 con expresién de anexina V y nucleosomas

e Determinar la relacion de los marcadores de apoptosis con la obtencién de
respuesta hematologica
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HIPOTESIS

HIPOTESIS NULA

e No existe la expresion de FAS/CD95 en pacientes con leucemia mieloide
crénica Ph (+) tratados con Imatinib.

HIPOTESIS ALTERNA

e Existe la expresion de FAS/CD95 en pacientes con leucemia mieloide crénica
Ph (+) tratados con Imatinib.

CRITERIOS DE INCLUSION

e Pacientes con diagndstico confirmado de Leucemia mieloide Croénica filadelfia
positivo.

e Mayores de 18 afios

e Pacientes sin tratamiento previo con Mesilato de Imatinib (Glivec).
Pacientes sin ingesta de citoreductores (citarabina, hidroxiurea, busulfan e
interferén) minimo 48 horas antes del estudio.

CRITERIOS DE EXCLUSION

e Pacientes que no tengan diagnostico confirmado de Leucemia Mieloide Cronica,
filadelfia positivo.

e Pacientes menores de 18 afios

e Pacientes con tratamiento previo con Mesilato de imatinib (Glivec).
Pacientes que tomen medicamentos citoreductores (Citarabina, hidroxiurea,
Busulfan e interferén) 48 horas antes del estudio.
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MATERIALES Y METODOS

Se realizd estudio prospectivo experimental, donde se incluyeron a 10 pacientes pero
solamente se estudiaron 7 pertenecientes al Instituto Nacional de Cancerologia
(INCan) de la ciudad de México durante el periodo de Agosto 2006 a Julio 2007, con
diagnostico reciente de LMC a los que se les inicié tratamiento con Ml a dosis de 400
mg via oral por dia

Para evaluar la expresion de los marcadores se solicitdé consentimiento informado: Al
paciente, se le solicité una firma de aceptacion para la toma de muestras de sangre en
el presente estudio, la autorizacion fue redactada en un formato explicando el proyecto

Asi mismo, se pidi6 autorizacidn para poder revisar los expedientes del paciente, para
el control la evolucion de la enfermedad, por el tiempo que dure el estudio.

Las muestras recolectadas seran de pacientes pertenecientes al Instituto Nacional de
Cancerologia que comiencen un tratamiento con Mesilato de imatinib, dichas muestras
fueron recolectadas por el personal autorizado del Instituto.

La toma de muestras se realizd6 mediante la utilizacion un catéter periférico corto, el cual
se utilizo hasta la finalizacién de las tomas.

Se tomardn 7 muestras de sangre periférica una basal y posteriormente cada ho
Ra durante las 2 primeras tomas después de la ingesta de MI, y cada media hasta
completar 4 horas.

Para determinar la expresion de Fas/CD95 se utilizd citometria de flujo (Citometro de
flujo BECKMAN COULTER Epics XL) realizando previa incubaciéon con anticuerpos
monoclonales. Se determinaron los siguientes antigenos en leucocitos: CD10, CD13,
CD33, CD34, y HLA. Se utilizaron los siguientes marcadores: CD95, loduro de propidio y
anexina V

Se correlacionaron los resultados con esta Ultima, marcador de apoptosis que se
determino mediante citometria de flujo utilizando los mismo antigenos.

Al utilizar los fluorocromos para los diferentes marcadores y el ioduro de propidio IP
como colorante supravital, ambos fueron negativos frente a las células vivas,
mostrando asi coloracion cuando se presenté la respuesta apoptotica, esto se observd
en los histogramas, que emitieron un porcentaje de células vivas y otro de células en
apoptosis, asi mismo en la prueba por Elisa se observé el cambio de coloracién debido
a la diferencia de concentracién. El grupo control serd medido mediante la utilizacion de
un control, IMMUNO-TROL CELLS (ver anexo I), proporcionado por la compafia de
reactivos.

Fundamento del immuno-trol cells. Es un ensayo, de control de calidad lisable de sangre
entera para el andlisis de inmunofenotipo usando reactivos de anticuerpos
monoclonales y la citometria de flujo. Esto nos proporciona un control positivo celular
gue se procesa de la misma forma que una muestra de sangre entera. Esto nos permite
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verificar el funcionamiento del reactivo y de los métodos usados para el marcaje de
coloracion de las células, lisado de eritrocitos y analisis de muestra por citometria de
flujo. EI IMMUNO-TROL CELLS es una preparacion liquida de eritrocitos y leucocitos
estabilizados humanos (linfocitos, monocitos y granulocitos), que contiene ligera
dispersion, antigeno de expresion y anticuerpos de coloracion representativos de
aquellos encontrados en la sangre entera normal humana.

Este ensayo consiste de dos componentes mayores celulares: leucocitos y eritrocitos.
Los leucocitos funcionan como un componente positivo del IMMUNO-TROL y tiene
antigenos de superficie  presentes sobre las células marcadas que se unen al
componente del anticuerpo del reactivo del anticuerpo monoclonal. Los eritrocitos
funcionan como un componente lisable del IMMUNO-TROL CELLS. Las muestras de
IMMUNO-TROL estdn primeramente coloreadas con el reactivo del anticuerpo
monoclonal y luego son lisadas para remover los eritrocitos. Las fluoroesferas estan
adicionadas para la determinacién directa de las cuentas absolutas.

El andlisis citométrico de las muestras coloreadas y lisadas del IMMUNO-TROL
determina el porcentaje y la cuenta absoluta de las células marcadas. Los resultados
esperados estdn determinados por la valoracién y estandarizacién por citometria de
flujo por COULTER EPICS XL™/XL-MCL™ utilizando el IMMUNOPREP™ con el TQ-
PREP™, equipo con el que cuenta el area de Citometria de Flujo.

Control de calidad del citbmetro de flujo

Para saber si el funcionamiento de nuestro quipo esta correcto debemos conocer el
estado de nuestro fotomultiplicador, que dia a dia son evaluados mediante un reactivo
llamado FLOW CHECK, el cual contiene particulas de latex que tienen el mismo tamafio,
se encuentra cubiertas con inmunoglobulinas marcadas con diferentes fluorocromos.

La utilizacién del Reactivo FLOW CHECK, nos comprueba que el fotomultiplicador este
funcionando correctamente, asi en este control de calidad se evidencia una cuenta total
de eventos (granulocitos, monocitos y linfocitos), delimitamos la poblacién.

Fundamento de FAS/CD95: doble marcaje

FAS o CD95 es un receptor proapoptético y cuando se une a la molécula ligando Fas o L
Fas, se forma un receptor complejo que induce la incorporacion de una nueva proteina
FADD. La interaccion entre Fas activado y FADD, permite que la procaspasa 8 se una al
complejo fas-FADD. La procaspasa 8 se divide inmediatamente para formar caspasa 8,
gue a su vez activa la caspasa 3, que desencadena la apoptosis

Este mecanismo de accidn se aprecia en citometria de flujo utilizando fluorocromos de
color verde y naranja, ademas del ioduro de propidio IP, para evidenciar la apoptosis.
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Procedimiento

1. Se marcé un tubo que contuvo 10 microlitros de: CD4 (para poblacion

linfocitaria)

Se afiadio a cada tubo 10 microlitos de CD 95 a cada tubo.

Posteriormente se adicionaron 100 microlitros de sangre periférica.

Se dejo de 15 a 20 minutos a temperatura ambiente, sin exponer a la luz.

Al cabo del tiempo, se procedié al lisado de los eritrocitos, a la estabilizacion de

los leucocitos y a la fijacibn de la membrana celular de los leucocitos, este

proceso se realiza de corrido en el equipo Beckman coulter TQ.

6. Finalmente, la muestra obtenida se llevé a la lectura al citbmetro de flujo, el cual
nos mostro las diferentes poblaciones celulares, acompafiadas de la expresion de
Fas, por el diferente color que tiene cada marcador.

abrwn

Método para determinar el inicio de apoptosis por anexina v: doble marcaje
Fundamento teérico

La apoptosis es caracterizada por una variedad de caracteristicas morfoldgicas, tales
como la perdida de la asimetria y union de la membrana, la condensacién del citoplasma
y nlcleo y por la divisién internucleosomal de ADN. Una de estas tempranas
indicaciones de apoptosis es la translocacion del fosfolipido fosfatidil serina (PS) de la
membrana, que se traslada desde el interior al exterior de la hojilla de la membrana
plasmética. Una vez expuesto al ambiente extracelular, el sitio de encadenamiento de PS
esta viable para la Anexina V, de 35 — 36 kDa, calcio dependiente; es un fosfolipido que
encadena proteina con una alta afinidad por la PS.

La translocacién de PS precede a otro proceso apoptotico, como es la perdida de la
integridad de la membrana plasmaética, la fragmentacién del DNA y la condensacion de
la cromatina. Asi, la anexina V puede ser conjugada con fluorocromos como FITC, PE,
APC, Cy5 o Cyb.5, y ser utilizada facilmente por citometria de flujo, identificando células
en los primeros estadios de apoptosis.

Procedimiento

1. Se marcé un tubo que contuvo respectivamente 10 microlitros de: CD4
(poblacién linfocitaria).

Se afiadio a cada tubo 10 microlitos de Anexina V

Posteriormente se adicionaron 100 microlitros de sangre periférica.

Se dejé de 15 a 20 minutos a temperatura ambiente, sin exponer a la luz La
fijacion de la membrana celular de los leucocitos, este proceso se realiz6 de
corrido en el equipo Beckman coulter TQ.

Powbn
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5. Finalmente, la muestra obtenida se llevé a la lectura al citbmetro de flujo, el cual
nos mostro las diferentes poblaciones celulares, acompafiadas de la expresion de
Fas, por el diferente color que tiene cada marcador.
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RESULTADOS

Se realiz6 estudio prospectivo experimental donde se incluyeron a 10 pacientes con
diagndstico reciente de leucemia mieloide cronica que cumplieron con criterios de
inclusion ,2 pacientes no aceptaron participar en el estudio, 1 paciente no acudié a sus
citas para toma de muestras.

Se estudiaron a 7 pacientes , 3 de ellos hombres y 4 mujeres, con una media de edad
de 41 afios, 6 pacientes se encontraron en fase cronica al momento del diagnoéstico, 1
paciente en fase acelerada, (cuadro2) firmaron consentimiento informado y se procedio a
la toma de muestras sin complicaciones, se determind la expresion de Fas/CD95
mediante los antigenos CD13, CD33, CD34, CD10 asi como anexina V utilizando CD13,
CD33,CD34 y CD10. Se obtuvieron los siguientes resultados (grafica 6 y 7)

PACIENTE | SEXO | EDAD | FASE AL DIAGNOSTICO
1 M 26 CRONICA

2 F 32 CRONICA

3 M 27 CRONICA

4 F 50 CRONICA

5 F 45 CRONICA

6 F 52 ACELERADA

7 F 57 CRONICA

Cuadro 2. Caracteristicas de los pacientes

En el paciente 1 todos los marcadores se mantuvieron en porcentajes similares durante
las 4 horas excepto el CD13 que aumentd de 60% en la toma basal a 80% a las 4
horas(grafica 8), los resultados de anexina V se mantuvieron en 60% en relacién a CD13
a las 0 y 4 horas. El resto de los porcentajes fue mayor comparado con el resultado de
CD95

Se muestra el reporte grafico de citometria de flujo (figura 6)

El paciente 2 no present6 un aumento significativo de porcentaje, en el reporte grafico
de citometria de flujo no se muestra apoptosis practicamente.(figura 7)

En el paciente 3 el CD33 aumentd de 0.96% A 3.42% a las 4 horas, en el reporte

grafico tampoco se observé apoptosis
En paciente 4 el porcentaje de expresion de apoptosis fue nulo practicamente(figura 8)

En paciente 5 el CD33 se mantuvo en el mismo porcentaje durante las 3.5 horas CD10
aumento de 61% basal a 74% a las 3.5 horas

En paciente 6 el porcentaje de CD33 se elevd de 0.7% basal a 33% a las 4 horas
aungque en elgréafico de citometria de flujo no se observa poblacién en apoptosis

En paciente 7 el CD 33 de 0.1% basal aumenté a 19% a las 3.5 hr . CD34, CD10
comenzaron a elevarse a las 2 horas CD13 se mantuvo en 85-87% .En la medicidn con
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anexina el CD 20, CD 33 y CD 10 aumentaron a las 2.0 hr. CD 33 de 0.5 a 3.3% a las 3
horas. Por tanto se correlaciono el aumento de CD95 con el de anexina.

En CD33 y CD13 se obtuvieron los porcentajes mas altos de expresion de Fas/CD95
(gréfica 9)

El mayor porcentaje de apoptosis se expresé a partir de las 2 horas a las 4 horas
después de haber iniciado tratamiento con mesilato de Imatinib
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Gréafica 6.-Se muestra la expresion de Fas/CD95 en porcentaje a las 0, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5y 4 horas en
correlacion con CD 13, CD33, CD34 y CD10 en cada paciente. Se observa mayor porcentaje de expresion
(>50%) en paciente 1, 5y 7 en relacion a CD13,el resto se encuentra por debajo del 50% de expresion.
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ANEXINA V —
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Grafica 7 Se muestra el porcentaje de expresién de Anexina V a las 0, 1, 2, 2.5, 3 ,3.5 y 4 horas con
CD13, CD33, CD34 Y CD10, se observa mayor porcentaje de expresion (>50%) en el paciente 1, 5y 7 es
decir si se correlaciona con la expresion de CD95.
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Gréafica 8. Se muestra los resultados de expresion de Fas/CD95 en CD13 en el cual se obtuvo el mayor
porcentaje de apoptosis en 3 de los pacientes (p1,p5,p7) que obtuvieron respuesta hematologica.
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Gréfica 9.Se muestra el porcentaje de expresion de FAS/CD95 en CD33 el cual fue mayor a 25% en p2
PS Yy p7

La respuesta hematolégica (RH)se defini6 como cuenta de plaquetas <450x10°
leucocitos <10x10°,diferencial sin granulocitos inmaduros, baséfilos <5%,en
médula dsea<5% blastos, y ausencia de esplenomegalia , se alcanzé en el
paciente 1 a los 27 dias de haber comenzado tratamiento con Imatinib, el
paciente 2 continua con leucocitosis y trombocitosis a 1 mes de seguimiento al
igual que el paciente 3 a 1 mes de seguimiento, el paciente 4 continua con
leucocitosis y esplenomegalia, el paciente 5 alcanz6 la RH a los 60 dias ,el
paciente 6 continua con leucocitosis y esplenomegalia a los 2.5 meses de
seguimiento y por ultimo el paciente 7 alcanz6 RH a los 15 dias.(crafica 3)
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Gréfica 3. Las columnas muestran los dias en los que se alcanzé respuesta hematoldgica
presentandose solamente en 3 pacientes (p1, p5y p7)
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Figura 6 Se muestran los resultados de expresion de Fas/ CD95 en CD13 en paciente 1, donde
se reporta mayor expresion de apoptosis (columna no.2 *)

Figura 7 Muestra los resultados de expresion de Fas/CD95 en CD13 en paciente 2 ,donde no hay
apoptosis Columna2

Figura 8 Se muestran los resultados de Fas/CD95 en CD13 en paciente 4 que no mostré
expresion

Chi-Square Tests
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Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2-  Exact Sig. (1-sided)

sided) sided)

Pearson Chi- 7.000 1 .008
Square

Continuity 3.512 1 .061
Correction

Likelihood 9.561 1 .002
Ratio

Fisher's .029 .029

Exact Test

Linear-by- 6.000 1 .014
Linear

Association

N of Valid 7
Cases

Tabla 2 Se muestra resultados significativos estadisticamente en el test de Pearson Chi Square
.008, test exacto de Fisher de .029

a 4 cells (100.0%6) have expected count less than 5. The minimum expected count is
1.29.
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Se han realizado estudios previos para determinar la expresion de Fas/CD95 en
pacientes con mieloma en donde se encontré mayor porcentaje de apoptosis en
pacientes con mieloma agresivo que cursaron con DHL elevada,asi también en pacientes
con leucemia mieloide aguda en correlacion con CD34 y CD38 donde se presentd la
expresion en mayor porcentaje en LAM M2, M4,y se mencion6 una probable realcién con
la respuesta clinica y a tratamiento, en sindrome hipereosinofilico relacionado a la
ingesta de imatinib donde se observé el mayor porcentaje de apoptosis a las 96 horas,
siendo factor predictivo para respuesta a tratamiento.

En pacientes con leucemia mieloide crénica no existen estudios previos para dicha
determinacion por lo que surgio la idea de realizarlo. Los resultados en la pequefa
muestra de pacientes expresan una relacion con el porcentaje de apoptosis y la
respuesta hematoldgica,lo cual podra corroborarse en estudios con mayor nimero de
pacientes.

Comparando el porcentaje de apoptosis de CD13, CD33, CD34 y CD10 se obtuvieron los
mayores porcentajes en los 2 primeros es decir en los marcadores mieloides.El hecho de
utilizar la determinacién de anexina V nos permite obtener resultados mas fidedignos, se
demostrd que si hay correlacion entre estos marcadores.

Con los resultados anteriores podemos concluir que la mayor expresion de CD95 y
anexina V ocurren a las 2 a 4 horas por tanto si hay relacién.

En los pacientes estudiados también hubo relacién entre el porcentaje de apoptosis y la
respuesta hematoldgica ya que los 3 pacientes que la alcanzaron tuvieron los mas altos
porcentajes de expresion en CD13 y CD33, aunque por la pequefia muestra de pacientes
sera necesario continuar la presente investigacion para  corroborar los datos
mencionados asi como dar seguimiento a largo plazo a los pacientes y seria interesante
valorar la respuesta citogenética y molecular.

En la tabla 2 se muestra resultados significativos estadisticamente en el test de Pearson

Chi Square .008, test exacto de Fisher de .029. pero se hace énfasis en que se tendra
que continuar mendiante estudio de un mayor nimero de pacientes.
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