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.- RESUMEN

Las leucemias agudas son los padecimientos malignos mas frecuentes
en la infancia, constituyendo el 35% del cancer en este grupo de edad. De las
leucemias agudas, la leucemia mieloide representa el 15-20% de ellas. La
incidencia es de 500 casos nuevos por afio en los Estados Unidos, por lo que
es un problema de salud importante. En México se sabe que las leucemias
agudas también son el tipo de cancer infantil mas frecuente, y que el 20% de
las leucemias agudas son leucemias agudas mieloides.

La leucemia Mieloide Aguda (LMA) es una enfermedad hematoldgica
maligna de origen clonal originada en las células troncales hematopoyéticas y
caracterizadas por un incremento en el nimero de células sanguineas
inmaduras tanto en Médula Osea como en Sangre Periférica. Este
padecimiento ha sido objeto de diversos estudios celulares y moleculares, en
los que se ha descrito que las células troncales ¢ células madre, poseen
diferentes anormalidades.

Diversos grupos de investigacion han demostrado que mientras in vivo
las células hematopoyéticas de LMA tienen altas tasas de proliferacién, in
vitro tienen comportamientos aberrantes. Uno de estos comportamientos ha
sido claramente evidenciado por estudios realizados en nuestro grupo de
trabajo utilizando dos subpoblaciones de células progenitoras hematopoyéticas
provenientes de LMA de sujetos adultos. En estos estudios se encontré que
dichas células tienen limitados sus potenciales de proliferacion y expansion, en
relacién con la misma subpoblacién proveniente de Médula Osea Normal
(MON), a pesar de ser cultivados en medios ricos en citocinas
hematopoyeéticas.

El objetivo de este trabajo es caracterizar las poblaciones mas primitivas
que dan origen a la leucemia mieloide aguda en nifios y para cumplir el
objetivo se pretende analizar el comportamiento in vitro de dichas muestras, y
compararla con su contraparte normal asi como con las alteraciones

encontradas en LMA de adultos. Las poblaciones de células primitivas fueron



obtenidas por seleccion negativa con un coctel de anticuerpos monoclonales,
cultivadas en medio liquido en diferentes condiciones para calcular el
incremento celular total en cada condicion diferente, y se analizd su potencial
de proliferacion y expansion, para caracterizar a la poblacién de células
troncales de LMA infantil, ya que no existe informacion acerca del
comportamiento bioldgico in vitro de estas células.

En este trabajo se pudieron obtener dos poblaciones primitivas
enriquecidas en células CD34'CD38'Lin" y las enriquecidas en células
CD34*CD38'Lin", provenientes de médula 6sea de pacientes pediatricos sanos
y con leucemia mieloide aguda. Las diferentes poblaciones celulares se
sometieron a tres cocteles diferentes de citocinas hematopoyéticas y se pudo
observar que las poblaciones provenientes de células leucémicas, demostraron
tener deficiente proliferacion y expansion comparadas con su contraparte
normal en condiciones in vitro. Otro hallazgo importante fue que las células
leucémicas tendieron a diferenciarse en los cultivos hacia precursores
monocitoides, mientras que su contraparte normal demostré capacidad de
diferenciacion hacia linaje monocitoide, eritroide y mixto.

Este estudio biomédico abrird las puertas para estudios clinicos de
manipulacion biolégica in vitro y para su aplicacion en terapias que favorezcan

la salud infantil.



I1.- INTRODUCCION

La Leucemia mieloide aguda constituye de 15 a 20% de las leucemias
agudas en la infancia, con una incidencia es de 500 casos nuevos por afio en
Estados Unidos. (Margolin, et al 2006). En México, las leucemias agudas son
también el tipo de cancer méas frecuente en la infancia y de acuerdo con
algunos estudios epidemioldgicos, su frecuencia oscila desde el 31.6 hasta el
51.4% del total del cancer infantil segun el estado de la republica que se
analice. Dentro de las leucemias agudas, las leucemias agudas mieloides
constituyen alrededor del 20% de este cancer en la infancia. (Fajardo-
Gutiérrez, et al, 2007)

De acuerdo a los protocolos pediatricos mas recientes de tratamiento, el
76% de los pacientes que alcanzan la remision posterior a la induccion
(protocolo CCG 2891) y la supervivencia libre de evento a 7 afios se aproxima
al 50% (protocolos MRC 10 y NOPHO-AML93). En la poblacion adulta, tanto
la incidencia como la mortalidad son mayores que en la edad pediatrica,
tenemos que en los Estados Unidos en 2006 se detectaron 11,930 casos
nuevos, y la mortalidad fue de 9,040 casos (Lie, 2005).

En cuanto a la remision completa aunque el 60% a 70% de los adultos
con LMA logran la remision completa después de la induccion, menos de
20% de pacientes alcanzan supervivencia libre de evento a largo plazoy es
conocido que la tasa de remision de LMA en adultos esta inversamente
relacionada con la edad y que en la edad pediatrica los porcentajes de
supervivencia global son mejores (Stone et al, 2004).

Al estudiar la biologia de las células leucémicas entenderemos mas
sobre estas diferencias de comportamientos bioldgicos, es por ello que este
estudio versa sobre el proceso por el cual se producen las células sanguineas
tanto normales como leucémicas; este proceso es conocido como
hematopoyesis.

Todas las células presentes en la circulacién sanguinea cumplen con
funciones especificas que las hacen indispensable para la vida de un
organismo. Las células rojas o eritrocitos transportan oxigeno a través del
organismo; las plaquetas promueven la coagulacion sanguinea; y las células

blancas (que incluyen a linfocitos, monocitos y granulocitos) forman parte del



sistema inmune y protegen a los individuos contra el ataque de agentes
extrafios. Cada uno de estos tipos celulares es originado a partir de una
pequefia subpoblacion de células troncales hematopoyéticas, mediante un
estricto proceso denominado hematopoyesis, mismo que para su estudio ha
sido dividido en cuatro compartimientos (Mayani et al, 2003).

El primer compartimiento corresponde a Células Troncales
Hematopoyéticas (CTH), también nombradas células madre o células
seminales, que representan aproximadamente 1 de cada 10* células
contenidas en la médula 6sea. Dichas células tienen morfologia linfoblastoide,
y funcionalmente son capaces de autorrenovarse y de dar origen a los
diferentes tipos de células sanguineas, es decir son multipotenciales.
Inmunofenotipicamente esta subpoblaciébn presenta los antigenos CD34,
CD133, CD90 y CD117, y carece de la expresion de CD38, CD45-RA y HLA-
DR (Engelhardt et al 2002).

El segundo compartimiento, esta compuesto por las Células
Progenitoras Hematopoyéticas (CPH), que constituyen el 0.3% del total de las
células presentes en la medula 6sea. Estas células mantienen la expresion del
antigeno CD34 y adquieren la expresion de los antigenos CD38, CD45RA, y
CD71. Funcionalmente, son capaces de formar colonias hematopoyéticas en
cultivos semisolidos, y su potencial proliferativo es variable, pudiendo ser alto,
intermedio o bajo. Las CPH dan lugar a células precursoras hematopoyéticas
reconocibles por su morfologia, mismas que finalmente originan a las células
sanguineas circulantes. (Mayani et al, 1993).

En la etapa postnatal mas del 90% de la actividad hematopoyética se
realiza en el estroma de la médula 6sea, dentro del tejido esponjoso de los
huesos, en lo que se ha denominado microambiente hematopoyético (MH), el
cual esta constituido por elementos de la matriz extracelular, células estromales
y células accesorias quienes en conjunto son capaces de producir citocinas y
matriz extracelular, que hacen del MH el nicho indispensable para la
supervivencia, proliferacion, diferenciacion, expansion e incluso muerte, de las
células troncales y progenitoras hematopoyéticas ( Nicola et al, 1989, Short et
al, 2003)

Hasta la fecha mas de 30 citocinas hematopoyéticas han sido

identificadas y estas moléculas se encargan de regular tanto positiva como



negativamente los diferentes eventos biologicos de las células
hematopoyéticas (Mayani et al 2003). Algunas de ellas, ejercen sus efectos de
manera muy temprana (Factores hematopoyéticos linaje no especificos) y
algunas otras actian solamente sobre progenitores hematopoyéticos
comprometidos hacia una determinada linea de diferenciacion (Factores
hematopoyeéticos linaje especificos) (Nicola et al, 1989, Tavassolo et al 1993), y
varias de ellas son capaces de causar efecto tanto en CTH como en células
comprometidas a algun linaje de diferenciacibn por lo que se pueden
considerar citocinas de accion intermedia.

Dentro de las citocinas linaje no especificos se encuentran el Factor de
Células Seminales (SCF), el Ligando de la Tirosina Fetal 3 (FIT3-L), la
Trombopoyetina (TPO) y la Interleucina 6 (IL-6). Las citocinas de accion
intermedia incluyen a la Interleucina 3 (IL-3) y al Factor Estimulador de
Colonias de Granulocitos y Monocitos (GM-CSF), mientras que el Factor
Estimulante de Colonias de Granulocitos (G-CSF), el Factor Estimulante de
Colonias de Monocitos (M-CSF) y la Eritropoyetina (EPO) se consideran
factores hematopoyéticos linaje especifico.

Cabe destacar que aunque son muy diversos los elemento que regulan
la proliferacién, diferenciacion y supervivencia de las células hematopoyéticas,
y a pesar de que durante el proceso de maduracion existe un estricto
mecanismo de regulacién, llegan a presentarse situaciones en donde el
equilibrio se pierde, conduciendo a diferentes patologias hematolégicas, dentro
de las que se encuentra la Leucemia Mieloide Aguda.

La Leucemia Mieloide Aguda (LMA), se considera un trastorno clonal de
las células troncales hematopoyéticas, caracterizada por una incrementada
proliferacion celular y que tiene como consecuencia la presencia de mas del
30% de blastos en médula 6sea. Clinicamente se trata de una enfermedad
heterogénea que comprende ocho subtipos que van del MO al M7, segun la
clasificacion establecida por el Grupo de Cooperacion de Francia, Estados
Unidos y Gran Bretaiia (FAB). Dicha clasificacion se basa en la morfologia,
deteccidén inmunohistoquimica de marcadores de linaje y el tipo celular anormal
predominante (Hope et al 2003, Cheson et al 2003).

Este padecimiento se diagnostica con mayor frecuencia en personas

mayores de 25 afios y su incidencia se incrementa con la edad, por lo que



comprende el 80% de las leucemias en adultos. En el caso de los nifios, la
LMA se presenta con mayor frecuencia entre los 2 y 5 afios, diagnosticandose
alrededor de 500 casos por afio en los Estados Unidos, cifra que representa
entre el 15y 20% del total de las leucemias de la infancia (Woods et al, Bowen
et al, 2006). Algunos datos demuestran que la edad al diagnostico se puede
utilizar como factor pronostico en la sobrevida global de los pacientes menores
de 10 afos. Incluso se ha indicado que entre 1 y 2 aflos de edad se presenta
menor carga tumoral y alteraciones citogenéticas, lo que plantea una mejor
posibilidad de recuperacion. (Webb et al, 2001)

El estudio hematopoyético de LMA en adultos ha permitido determinar
gue al igual que lo que sucede en la hematopoyesis normal la LMA se
encuentra organizada en forma jerarquica, y se origina en una subpoblacién
con inmunofenotipo CD34'CD38'Lin" capaz de generar hematopoyesis
leucémica en ratones inmunodeficientes SCID. A las células pertenecientes a
ésta subpoblacién se les ha denominado células iniciadoras de leucemia en
ratones SCID (SL-IC), y dan lugar a una poblacién con alto potencial
proliferativo, capaz de mantenerse en cultivos suplementados con citocinas
recombinantes denominadas células iniciadoras de cultivos en suspension (SC-
IC) (Lapidopt et al, 1994).

Al continuar con su proceso de maduracién las SC-IC, dan lugar a una
poblacion mas madura con inmunofenotipo CD34'CD38°Lin", incapaz de
desarrollar hematopoyesis leucémica en ratones, pero capaz de generar
colonias leucémicas, por lo que debe el nombre de Unidades Formadoras de
Colonias de LMA (UFC-LMA). Esta subpoblacion finalmente da lugar a blastos
terminales, incapaces de formar colonias, pero con mayor estado de
diferenciacion que las células formadoras de colonias (Montesinos et al, 2002).
Cabe mencionar que estudios realizados por Coulombel et al, han demostrado
que cuando células de MO de sujetos adultos con LMA son mantenidos
durante 4-6 semanas en cultivos a largo plazo tipo Dexter, las células
progenitoras leucémicas son eliminadas en forma espontanea de los cultivos al
tiempo que permanecen solo las células normales (Coulombel et al 1985).
Estas observaciones indican que en LMA pueden coexistir la hematopoyesis
normal y leucémica in vitro. Sin embargo no se conocen las condiciones

precisas para poder mantener y expandir in vitro a la poblacion residual normal.



Es conocido que tanto en la hematopoyesis normal como en la
leucémica las células troncales expresan en su superficie el antigeno CD34, y
carecen de la expresion de antigenos especificos de linaje asi como del
antigeno CD38. Sin embargo, diversos reportes de la literatura mencionan que
células troncales CD34'CD38Lin" provenientes de LMA de adultos tienen
incrementados los receptores para SCF (CD117) e IL-3 (CD123) y aunque
ambas moléculas estan relacionadas con estimulos a la proliferacion, las
células leucémicas son incapaces de proliferar de forma semejante a su
contraparte normal. (Escribano et al 1998, Blair et al 2000, Jordan et al 2000,
Delwel er al 1989). Contrario a estos datos, también se ha descrito que
citocinas como IL-1, IL-3, IL-5, IL-11 y Eritropoyetina, son capaces de inducir
proliferacion en células de LMA, y en algunos de estos casos el efecto
proliferativo esta asociado a la induccion de otros estimuladores como GM-
CSF, e IL6. (Motoji et al 1990, Bauman et al 1992, Birkekamp et al 1999,
Kimura et al 1999).

En cuanto a las células CD34" de LMA proveniente de pacientes
pediatricos, se ha reportado que el antigeno CD117 puede ser considerado
como un marcador especifico de éste tipo de leucemia, ya que se ha
encontrado incrementado en los blastos del 82% de los pacientes (Uckan et al
2000), hecho que lo ha propuesto como un marcador de enfermedad minima
residual (Langebrake et al 2005).

Estudios realizados en nuestro grupo de trabajo ha demostrado que la
proporcion de células CD34" en AML es altamente variable (Montesinos et al
2006), ya que mientras en algunos casos el porcentaje de estas células es del
50% en otros, es de cero. Dicha diferencia en la expresion no correlaciona con
la capacidad formadora de colonias caracteristica de éstas células (Montesinos
et al, 2000). En el caso de LMA pediatrica, se ha encontrado que el antigeno
CD34 esta expresado en mas del 20% de los casos y esta expresion fue
frecuentemente asociada con los subtipos leucémicos M1, M2, y con la
presencia de la translocacion 8:21 t(8;21) (Sperling et al, 1995).

Por otra parte, cuando células progenitoras (CD34'CD38'Lin) vy
troncales (CD34'CD38Lin) hematopoyéticas provenientes de pacientes
adultos con LMA fueron cultivadas en presencia de diferentes combinaciones

de citocinas para evaluar su capacidad de proliferacion y expansion, se



encontré que mientras las células (CD34°CD38°Lin") de médula 6sea normal
(MON) alcanzan una proliferacién de 1150 veces mas Yy una expansion de 103
veces, la misma subpoblacién proveniente de LMA solo prolifera 2.1 veces
mas, mientras que no tiene ninguna expansion. En cuanto a la subpoblacion
mas primitiva CD34"CD38Lin" los datos demuestran que mientras en MON las
células proliferan 2341 veces, las células de LMA no muestran ningun
incremento. Sin embargo, al evaluar la capacidad de expansioén, los resultados
indican que tanto la MON como la LMA se expanden 14 veces.

Estos resultados indican que a pesar de que las células troncales y
progenitoras hematopoyéticas de LMA provienen de una condicion tumoral (en
donde in vivo se detecta una elevada tasa proliferacion y expansion celular), in
vitro tienen serias alteraciones numéricas y funcionales, y aunque existe
abundante informacién acerca del comportamiento leucémico in vitro en
adultos, (Giles et al., 2002) se desconocen muchos aspectos sobre la biologia

de las leucemias pediatricas.



111.- MARCO TEORICO

Es conocido que la LMA resulta de la transformacién clonal de una
célula troncal hematopoyética CD34"CD38Lin", que ha mostrado tener diversas
anormalidades en cultivos in vitro, mismas que se presentan a pesar de
mantenerse bajo estimulos de citocinas reguladoras de la hematopoyesis. Se
ha demostrado que la hematopoyesis en LMA de adultos ademas de
encontrarse jerarquizada presenta serias alteraciones numéricas y funcionales
en respuesta a diferentes estimulos con citocinas. Es posible que en su
contraparte pediatrica la hematopoyesis leucémica presente caracteristicas
particulares que no comparta con su contraparte en LMA de adultos y normal,
sin embargo, a pesar de que existe abundante informacién sobre LMA en
adultos, el caso especifico de LMA pediatrica ha sido poco abordado en la
literatura y particularmente se desconocen los efectos de diferentes citocinas
en el comportamiento biologico de los blastos leucémicos, e incluso no se ha
reportado si la jerarquia hematopoyética descrita en LMA de adultos, se
presenta también en la LMA pediatrica. Por lo anterior, el estudio de las
subpoblaciones de células troncales (con inmunofenotipo CD34'CD38Lin") y
progenitoras (con inmunofenotipo (CD34°CD38°Lin") hematopoyéticas en LMA
infantil, permitird entender las diferencias basicas de esta patologia con su
contraparte adulta e incluso podria a largo plazo plantear la posibilidad de
abordar la enfermedad desde un punto de vista mas particular y de acuerdo
con las caracteristicas propias de estas dos subpoblaciones, que podrian ser

consideradas como punto inicial de la transformacion maligna.

1.- Hematopoyesis

Todas las células presentes en la sangre se derivan de una pequefia
poblacién celular conocida como células troncales, células madre o células
seminales hematopoyeéticas, las cuales en la vida post natal se encuentran en
la médula ésea. Las células troncales hematopoyéticas dan lugar a las células
progenitoras, que proliferan y maduran dando lugar a los precursores
hematopoyéticos y posteriormente a todos los linajes sanguineos y tipos de
células maduras de la sangre reconocibles por su morfologia y funciones

especializadas. Todo esto ocurre mediante un proceso conocido como



hematopoyesis. Debido a que todas las células maduras de la sangre
periférica tienen un periodo de vida limitado, es necesaria su constante
produccion y para ello el sistema hematopoyético es capaz de regular,
mediante mecanismos complejos, los procesos de autorenovacion, expansion,
compromiso, y supervivencia celular (Till y McCulloch, 1990)

La médula 6sea es el 6rgano en el que tiene lugar la hematopoyesis
durante la etapa adulta, (Trentin, 1989) para lo cual cuenta con una red de
células estromales (fibroblastos, macréfagos, células endoteliales y adipocitos)
asi como células accesorias (monocitos y linfocitos) que producen citocinas y
proteinas de matriz extracelular. En conjunto, estos elementos conforman lo
que se denomina como microambiente hematopoyético, en el cual se emiten
sefales que hacen que las células hematopoyéticas sean capaces de proliferar
y diferenciarse hacia los distintos linajes sanguineos, mediante el contacto con
moléculas especializadas o (Wilson y Trumpp 2006) células estromales o por
influencia de las citocinas y matriz extracelular presentes en dicho
microambiente (Morrison y Spradling, 2008).

Entre las citocinas producidas por las células del microambiente, existen
algunas que actuan predominantemente como estimuladoras de Ia
hematopoyesis, otras en cambio, actian como inhibidoras de ese proceso. En
condiciones normales, existe un balance entre las citocinas estimuladoras e
inhibidoras, lo que da como resultado la produccion controlada de las células
sanguineas.

Las células que forman el sistema hematopoyético se pueden agrupar
en cuatro compartimientos: El primero corresponde a las células seminales o
madre o troncales hematopoyéticas (CTH) con capacidad de autorenovacion y
de dar origen a todas las células de la sangre durante la vida del individuo
(McCulloch, 1993). Estas constituyen 1 de cada 10 células contenidas en la
médula ésea y tienen morfologia linfoblastoide. ElI segundo compartimiento
corresponde a las células progenitoras (CPH) con caracteristicas de
pluripotencialidad, bipotencialidad y monopotencialidad (Ogawa 1983). En
conjunto, las CPH constituyen el 0.3% de las células de la médula 6sea. El
tercer compartimiento corresponde a las células precursoras, las cuales son
reconocibles por su morfologia y corresponden a >99.5% de las células

presentes en la médula 6sea. Y finalmente las células maduras circulantes,



(cuarto compartimiento) que representan el ultimo estadio de la maduracion de
los elementos hematopoyéticos. Este modelo de clasificacion indica que existe
una jerarquia hematopoyética, en donde las células seminales o troncales son
los elementos mas primitivos y que dan lugar a la formacion de todos los
constituyentes del sistema hematopoyético.

Tanto las CTH como las CPH tienen una morfologia linfoblastoide, por lo
gue no es posible distinguirlas a través de la microscopia de luz, sin embargo
su identificacion, purificacion y caracterizacion ha sido posible mediante
estudios de inmunofenotipo y funcionales. Ambas poblaciones celulares
expresan el antigeno CD34, una glicoproteina transmembranal que participa
en los mecanismos de adhesion celular (Healy et al 1995). Las CTH, ademas
expresan el antigeno CD90 (Thy-1) y carecen de la expresion de otras
moléculas, tales como CD38, CD45RA y CD71 (Craig et al, 1993, Mayani y
Landsorp, 1994). Conforme las CTH se diferencian y dan lugar a la formacion
de CPH, adquieren la expresion de moléculas como CD38, CD45RA, CD71y
otras mas, perteneciendo a linajes especificos; por ejemplo CD4, CD8 en
linfocitos T, CD 19 y CD 20 en linfocitos B, CD 15 CD 14 y CD 33 en células
mieloides, CD41y CD 42 en megacariocitos (Terstappen 1991)

Existen actualmente diversos métodos funcionales para la identificacion
y cuantificacion de las CTH. Entre ellos, destaca el sistema in vivo que
identifica a las células por su capacidad de reconstituir en su totalidad y a largo
plazo el sistema hematopoyético de ratones con inmunodeficiencia severa
combinada (SCID, por sus siglas en inglés). Este modelo consiste en la
irradiacion subletal de ratones SCID y la inyeccion intravenosa de células
hematopoyéticas humanas, dentro de las que se encuentran células troncales y
progenitoras. Generalmente se requiere de la administracion de factores de
crecimiento hematopoyético humanos, como el factor estimulador de colonias
de macréfagos y granulocitos (GM-CSF) y de interleucina 3 (IL-3), entre
otros, para el 6ptimo desarrollo de células humanas en el microambiente
medular del raton (Dick 1996). Las células con la capacidad de reconstituir la
hematopoyesis reciben el nombre de células repobladoras de ratones SCID
(SRC por sus siglas en inglés) y representan en la actualidad la mayor
aproximacion a las CTH de entre los distintos tipos celulares hematopoyéticos

caracterizados.



Por otra parte, se han identificado células que inician y mantienen la
hematopoyesis in vitro a largo plazo, al ser cultivadas en presencia de capas
adherentes de fibroblastos que funcionan como soporte de crecimiento. A
estas células se les denomina células iniciadoras de cultivos a largo plazo
(LTC — IC por sus siglas en ingles) y se caracterizan por su capacidad para
generar CPH por periodos superiores a 5 semanas de cultivo (Sutherland et al
1990). Estudios realizados en ratones SCID, han demostrado que después de
4 semanas de ser transplantadas las SRC, se detecta la aparicion de las LTC-
IC, debido a ello se ha determinado que éstas ultimas son menos primitivas
que las SRC.

En cuanto a las CPH, su identificacién y cuantificacion es realizada por
otros métodos, principalmente a través de su capacidad para formar colonias
hematopoyéticas en cultivos semisélidos (metilcelulosa o agar), de ahi que son

conocidas como células formadoras de colonias CFC; (Metcalf, 1977)

2.- Mielopoyesis

Como primer paso en la produccion del linaje mieloide, las CTH, dan
lugar a los progenitores mieloides, y posteriormente a las células precursoras
mieloides comunes (CFU-GEMM o unidades formadoras de colonias de
granulocitos, eritrocitos, macréfagos y megacariocitos). Las CFU-GEMM se
diferenciaran hacia los diferentes lingjes, como eritroides,
granulocito/monociticas, y megacariociticas, las cuales al diferenciarse, tendran
funciones especializadas. Se considera que los programas de diferenciacion
celular se mantienen en enfermedades malignas clonales mieloproliferativas
como las leucemias mieloides cronicas, pero en las leucemias mieloides
agudas, lo que se evidencia es una maduracién deficiente, y las células
caracteristicas o blastos, son detenidas en la cascada de la hematopoyesis
mieloide. (Fey, 2007)

Formacion de la serie eritroide

La eritopoyesis es el proceso por el cual se producen células maduras

conocidas como eritrocitos. Los eritrocitos, globulos rojos o hematies, son los



elementos formes cuantitativamente mas numerosos de la sangre. La
hemoglobina es su principal componente y su objetivo es transportar el oxigeno
hacia los diferentes tejidos del cuerpo. (Brady 2006)

Se han descrito 2 clases de progenitores eritroides: los BFU-E por sus
siglas en ingles (Burst forming units erythroid), los cuales son los progenitores
mas tempranos, comprometidos exclusivamente con la diferenciacion eritroide,
y originan colonias productoras de hemoglobina. La segunda clase de
progenitores eritroides consiste en las CFU-E por sus siglas en ingles (Colony
forming units erythroid), los cuales se consideran un poco mas diferenciados
que los anteriores. (Urabe, 1979)

Para el desarrollo eritroide, es necesaria la estimulacion con
eritropoyetina, (EPO) la cual juega un papel fundamental a nivel de BFU-E y
CFU-E, sin embargo no determina el linaje a nivel de las CTH. Ademéas de la
EPO, citocinas como interleucina 3 (IL-3), trombopoyetina (TPO), ligando de la
tirosina fetal 3 (FLT-3L) y el factor de células seminales (SCF) participan
también en la eritropoyesis; estas citocinas son capaces de sinergizar con EPO
y regular la proliferacion, diferenciacion y sobrevivencia de células progenitoras
y precursores eritroides. (Mayani et al, 2007)

Las células del linaje eritroide se identifican por la pérdida gradual de
CD45 (Loken et al, 1987). Solo los precursores eritroides y los proeritroblastos
que son CD 117+ y CD71+, expresan una pequefa proporcion de CD45.
Durante la maduracion de los precursores eritroides, se incrementa la
expresion del receptor de transferrina (CD71) y de glicoforina A, (CD235a) y al
formarse los eritrocitos, éstos siguen presentando CD235a pero pierden CD71
al expulsar el nucleo. (van Lochem et al, 2004)

Pueden existir variaciones o anormalidades en le desarrollo del linaje
eritroide, por ejemplo en los casos de anemia aplastica o sindromes
mielodisplasicos se puede incrementar la poblacion de células eritroides
nucleadas, posterior a la administracion de farmacos mielosupresores en
pacientes pediatricos 0 en los pacientes con tratamiento para leucemias

agudas. (van Wering et al 2001)


http://es.wikipedia.org/wiki/Elementos_formes
http://es.wikipedia.org/wiki/Sangre
http://es.wikipedia.org/wiki/Hemoglobina
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno_molecular

Formacioén de la serie granulocito-monocitica

La serie granulocito-monocitica incluye a las células conocidas como
monocitos, macrofagos, neutrofilos, eosindfilos y baséfilos (Brady, 2006). La
funcidn de estas células es proteger al organismo contra la invasion microbiana.
Estas células provienen de progenitores, los cuales incluyen unidades
formadoras de colonias granulo-monociticas (del inglés CFU-GM), que a su vez
dan origen a unidades formadoras de colonias granulociticas (del inglés CFU-
G) y unidades formadoras de colonias monociticas (del inglées CFU-M). Una vez
en la via de diferenciacion, las CFU-G dan lugar a mieloblastos, promielocitos,
mielocitos, metamielocitos y células maduras (eosinofilos, neutrofilos y
basofilos). Mientras que las CFU-M dan lugar a monoblastos, promonocitos,
monocitos, y finalmente macréfagos. (Mayani et al, 2007)

Cuando los progenitores hematopoyéticos se diferencian hacia
granulocito/monocitos, adquieren marcadores especificos como la
mieloperoxidasa o CD38. Los marcadores “tardios” como CD11b o fosfatasa
alcalina leucocitaria se encontrardn aun presentes en los granulocitos
maduros. La regulacion y el balance sobre ciertos genes, también es necesaria
para la formacién de granulocitos, por ejemplo, el balance entre PU.1 y GATA-
1 puede hacer que la célula se incline hacia la multipotencialidad o hacia el
comprometimiento hacia macréfagos (lwasali et al, 2007).

Actualmente se cree que este proceso es reversible, lo que podria
sugerir que la expresion génica podria oscilar de acuerdo a las condiciones
celulares. (Liew et al, 2006) Otros elementos importantes en la decision de la
célula hacia el comprometimiento hacia macrofagos o hacia neutréfilos requiere
de factores de transcripcion como PU.1 y C/EBPa respectivamente. Las células
de este compartimiento (mielo-monoblastos) expresan CD45, sin embargo este
antigeno se encuentra disminuido en las formas muy inmaduras de este linaje
(progenitores) (Zhang et al, 2004).

Conforme avanza el proceso de maduracién, las células granulocito-
monociticas expresaran CD13, CD33 y CD117 y perderan la expresion de
CD34. La expresion de CD45 aumenta conforme las células maduran, ademas
presentan CD14, que es un receptor de lipopolisacaridos que se expresa en

monocitos. Una diferencia entre las células de este linaje, es que en contraste



con los neutrdfilos, las células monocitoides retienen la expresion de HLA-DR
durante su maduracion.

En cuanto a las alteraciones que pueden surgir durante este proceso, se
encuentra la sobreproduccién de monoblastos o de promonocitos, lo cual se
presenta en la leucemia mieloide aguda, subtipos M5a y Mb5b. Otras
anormalidades que podrian presentarse, sobre todo en las leucemias mieloides
agudas, es la maduracion asincronica de estas células donde las anormales
presentan coexpresion de CD34 y CD11lb o de CD34 y CD15, asi como la
coexpresion de marcadores de otros linajes como CD19, CD2, o CD7. (Hrusak
et al 2002, Drach et al 1992)

En los pacientes con sindrome mielodisplasico se altera la relacion y
frecuencia de monocitos en la médula 6sea, es mas, el nimero de monocitos o
la ausencia de ellos puede servir para distinguir entre los diferentes sindromes

mielodisplasicos. (Feldman et al 1993)

Formacién de la serie meqgacariocitica

La formacién de las plaguetas se conoce como megacariopoyesis, este
proceso es de suma importancia debido a que las plaguetas juegan un papel
importante en la hemostasis por su capacidad de adhesion al endotelio
vascular y la liberacion de sustancias coagulantes.

Los progenitores se comprometen al linaje megacariocitico al
diferenciarse en promegacarioblastos, que maduraran hacia megacariocitos.
Las plaquetas son fracciones celulares derivadas del citoplasma de los
megacariocitos. Un adulto normal produce al dia aproximadamente 1x10 **
plaquetas para mantener una cuenta normal de plaquetas (150 x 10° a 400 x
10° por litro). El principal regulador de la produccién plaquetaria es la
trombopoyetina (TPO), una glicoproteina acidica producida principalmente en
el higado, rifibn y médula ésea. El receptor de la TPO es producto del
protooncogen c-Mpl. (Kaushansky, 2005)

Estudios realizados en el ratdbn y en el humano demuestran que bajo
condiciones normales las células estromales de la médula 6sea presentan
niveles bajos de mRNA para TPO, mientras que cuando existe
trombocitopenia se incrementan los niveles de transcritos de TPO. (Sungaran

et al, 1997). La IL-6 tiene un papel importante sobre la produccién de TPO,



esto se ha demostrado en modelos murinos y en los pacientes con cancer a los
que se les administra IL-6, observandose un incremento de mRNA de TPO en
el higado, asi como niveles incrementados de TPO en sangre periférica. (Kaser
et al 2001)

3.- Citocinas que regulan la hematopoyesis

El funcionamiento del sistema hematopoyético, depende de reguladores
intrinsecos (Factores de transcripcion nuclear y moléculas citoplasmicas) los
cuales son modulados por sefiales externas, provistas por citocinas, y matriz
extracelular. Actualmente se reconocen mas de 30 citocinas hematopoyéticas y
gue se encargan de regular tanto de manera positiva como negativa la
sobrevida, proliferacién, diferenciacion y muerte de células hematopoyéticas
(Mayani et al, 2003) Algunas de las citocinas hematopoyéticas ejercen su
efecto sobre las CTH (Factores hematopoyéticos linaje no especificos) vy
algunas otras actlan directamente sobre progenitores hematopoyéticos
comprometidos a una determinada linea de diferenciacion (Factores
hematopoyéticos linaje especificos) (Tavassoli, 1993, Nicola 1989). Aunque
también existe interaccion entre los diferentes factores de crecimiento, algunas

de las principales citocinas hematopoyéticas son las siguientes:

» SCF (Factor de células seminales, factor Steel, ligando de kit y/o factor de

crecimiento de células cebadas)

Descripcion

SCF es un factor de crecimiento hematopoyético que tiene actividades de
sefalizacion a través de receptores de c-Kit. SCF y c-Kit son esenciales para la
supervivencia, proliferacion y diferenciacion de las células hematopoyéticas
comprometidas a melanocitos y células germinales.

Estructura

En el humano, el gen para SCF codifica para una proteina transmembrana de
273 aminoacidos. La forma soluble del SCF se genera por un proceso
proteolitico de su precursor en la membrana celular. La forma recombinante de
SCF es un polipéptido de 18.4kDa que contiene 165 residuos de aminoacidos.
El SCF es producido en forma soluble y transmembranal como producto el

splicing alternativo del mismo gen.



Funcién

Dentro de las funciones que desempefia se encuentra la formacion de los
eritrocitos, y la ausencia de SCF o de su receptor c-Kit resulta en mortalidad
perinatal de ratones.

En combinacion con otras citocinas, SCF resulta en un incremento en la
proliferacion, diferenciacion y supervivencia de varios linajes hematopoyeéticos.
Esta sinergia en particular con G-CSF es muy significativa en la hematopoyesis
normal, y de manera adicional, esta implicado en la movilizacion de sangre
periférica para transplantes, a través de la regulacién de p27 y la fosforilacion
de STAT 3 (Kaser et al, 2001)

In vitro, tiene funciones en la expansion de células humanas hematopoyéticas
primitivas, y es un potente factor de supervivencia de las CTH, asi como de los

linajes comprometidos (Roy-Keller y Linnekin, 2001)

e |L-6 (IEN-B2, Factor de diferenciacion de células B, BCDF, BSF-
2.HPGF,HSF MGI-2)
Descripcién

IL-6 es una citocina pleiotrOpica que esta involucrada en la respuesta del
huésped ante patégenos, en la hematopoyesis e inflamacion. (Lukaszewicz et
al, 2007)

Estructura

La IL-6, es una glicoproteina de 26 KDa de peso molecular, compuesta por 184
aminoacidos. En el humano, el gen que codifica a la IL-6 se encuentra
localizado en el cromosoma 7pl15-p21, y tiene semejanza con el que codifica
para el factor estimulador de las colonias de granulocitos, lo cual explica las
similitudes entre ambas citocinas.

Funcion

La IL-6 actua sobre un receptor tipo I, el cual se expresa en células linfoides y
no linfoides. Existen 2 tipos de receptores de IL-6: el IL-6R, que es de baja
afinidad y el cual una vez unido a él, forma un complejo y activa una tirocina
cinasa. El segundo tipo de receptores es el de la forma soluble, el cual se une

al receptor de la membrana y sefializa. (Heinrich et al, 2003)



La IL-6 se produce principalmente por monocitos y macrofagos, y en una
menor proporcion por fibroblastos, células endoteliales, linfocitos T y B,
condorcitos y células amnidticas. La produccion de IL-6 es estimulada por IL-1
e IFN, asi como por TNF, lipopolisacaridos y virus. IL-6 es importante porque
induce a los linfocitos B para diferenciarlos hacia células plasmaticas las cuales
producen diversas clases de inmunoglobulinas. (Hoischen et al, 2000)

IL-6 estimula a los linfocitos T para que produzcan IL-2, y en cuanto a la
hematopoyesis, y en conjunto con la IL-3, activan la proliferacion vy
diferenciacion de progenitores tempranos, de manera mas temprana en los
progenitores de megacariocitos, para la produccion de plaguetas, ademas
estimula a progenitores eritroides, y de granulocitos-macréfagos (Hsu et al,
2002)

« TPO (trombopoyetina, factor estimulador de colonias de megacariocitos,
ligando de c-MPL MGDF)

Descripcion

TPO es un factor de crecimiento linaje especifico producido en higado, rifiones
y musculo esquelético.

Estructura

La TPO es una glicoproteina de 332 aminoacidos (95kDa) que contiene 2
dominios: uno con homologia a la eritropoyetina y otro rico en carbohidratos.
(Bartley et al 1994) El receptor de la TPO, conocido como c¢-Mpl, se encuentra
en el sistema hematopoyético en las células troncales, progenitoras y plaquetas
(Li et al, 1999)

Funcion

Aunque la TPO promueve la viabilidad de las células troncales y de los
progenitores tempranos de todos los linajes, su mayor efecto lo ejerce sobre las
células formadoras de colonias de megacariocitos (Meg-CFCs), favoreciendo la
produccion de megacariocitos maduros y plaquetas.

En condiciones normales, la TPO se une a su receptor en los megacariocitos y
plaguetas, se introduce y es degradada.

No se ha descrito un sistema que cense los niveles de TPO como el
demostrado para la eritropoyetina y que depende de la regulacion renal.

*FIt-3L (Ligando de tirosina fetal 3)




Descripcién

FIt-3L es un factor de crecimiento que regula la proliferacion de células
hematopoyéticas primitivas.

Estructura

Se han descrito multiples isoformas de Flt-3L, la isoforma bioloégicamente
predominante, se une a la superficie celular por una proteina transmembrana
de 209 aa

Funcion

FIt-3 por si solo, no estimula la proliferacion de las células hematopoyéticas
primitivas, pero sinergiza con otros factores de crecimiento e interleucinas para
inducir crecimiento y diferenciacién. (Pirog et al, 2006)

La expresién aberrante de Flt-3 (casi siempre causado por las duplicaciones
internas en tandem del gen) es la anormalidad genética mas comun en las

LMA, y se asocia a con un pronostico clinico desfavorable.

*1L-3

Descripcion

Factor hematopoyético de crecimiento que promueve la supervivencia,
diferenciacion y proliferacion de células progenitoras comprometidas.
Estructura

La IL-3 humana es una proteina de 15 kDa y contiene 133 residuos de
aminoacidos

Funcién

Es producida en su mayoria por los linfocitos T activados y también por
mastocitos. Induce la proliferacion y diferenciacion de progenitores
hematopoyéticos tempranos de todas las series sanguineas. Induce
fundamentalmente la hematopoyesis en situaciones de estrés que requieren
una respuesta rapida, siendo menos claro su papel en la hematopoyesis

constitutiva.

* GM-CSE



Descripcién

GM-CSF es una citocina que funciona como factor de crecimiento y estimula a
las células hematopoyéticas a producir granulocitos y monocitos. Los
monocitos salen a la circulacion y migran a los tejidos donde maduran hacia
macrofagos.

Estructura

Polipétido de 144 aminoacidos, dos sitios de glicosilacibn y dos uniones
disulfuro intracatenarios. EI GM-CSF tiene un peso molecular que varia de 14 a
30 KDa, debido a su glicosilacion cambiante mas del 50% de la molécula esta
constituida por carbohidratos. La forma activa se encuentra de manera
extracelular como un homodimero. (Kubota et al,1990)

Funcion

Es producido por linfocitos T activados y por otras células como fibroblastos,
células endoteliales y monaocitos. Induce la proliferacion de los progenitores de
granulocitos y macréfagos, produciéndose en respuesta a estimulos
especificos en situaciones que requieren una elevada produccién de éstas

células. También puede actuar sobre granulocitos y macroéfagos maduros.

* G-CSF (CSE-3,MGI-1G)
Descripcion

Factor hematopoyético que estimula el desarrollo de progenitores
comprometidos hacia neutroéfilos y estimula las actividades funcionales de las
células maduras.

Estructura

Proteina globular de 19 kDa que contiene 174 residuos de aminoacidos
Funcién

Es producido por fibroblastos, células endoteliales y monocitos en respuesta a
estimulos especificos. Actla sobre los precursores hematopoyéticos de los
granulocitos y sobre los granulocitos maduros. La granulocitosis asociada a
ciertas infecciones se debe a que el LPS de las paredes bacterianas es un
potente inductor de la produccién de esta citocina. Se han descrito otras
funciones de este factor, como la estimulacion de la fagocitosis y de la
citotoxicidad mediada por anticuerpos.



El G-CSF induce la proliferacion de los progenitores granulociticos, y su
diferenciacion a granulocitos maduros y el comprometimiento hacia la actividad
funcional caracteristica (quimiotaxis, fagocitosis, etc.). EI G-CSF recombinante
se utiliza en la practica clinica para movilizar células troncales a la circulacién
periférica.

Las bases moleculares de la movilizacion de las células troncales con G-CSF
ha sido atribuida a la liberacion de enzimas proteoliticas como elastasa,
catepsina G, proteinasa 3 y gelatinasa B (MMP-9) por células mieloides
maduras, lo cual facilita la salida de las CTH del microambiente
hematopoyético hacia la sangre periférica. (Lapidopt et al, 2002)

El G-CSF fue el primer factor de crecimiento hematopoyético en ser aislado y
clonado. (Mohle et al, 2007) El G-CSF recombinante se usoé inicialmente para
acortar la duracion de los periodos de neutropenia posterior a la quimioterapia
(Gabrilove et al, 1998)

* EPO (Eritropoyetina)

Descripcion

La eritropoyetina es una hormona que se produce en el rifidn y que se libera a
la circulacion sanguinea alcanzando sus células blanco en la médula 6sea,
particularmente en respuesta a la hipoxia.

Estructura

Eritropoyetina es una hormona glicoprotéica de 30.4 kDa de 166 aminoacidos
Funcién

La EPO actua en las células a través del receptor de eritropoyetina (EpoR), y
cuando EpoR es activado, se activa a su vez Stat5, que es un factor de
transcripcion  citoplasmatico. Stat5, se une a tirosinas fosforiladas en el
receptor EpoR, o cual resulta en la dimerizacion y translocacion al ndcleo para

mediar la transcripcién de genes especificos. (Socolovsky et al, 2001)

4.- Leucemogénesis

Las células troncales leucémicas (LSCs) son definidas por su habilidad de
propagar la clona leucémica a través de xenotransplante en ratones
inmunosuprimidos. (van Etten, 2007) En LMA solo los blastos que expresan el

inmunofenotipo CD34°CD38Lin", son capaces de transferir la leucemia en



ratones SCID (Lapidopt et al 1994). Las LSCs se han postulado como las
responsables de las recaidas de la enfermedad que siguen a una terapia de
induccién a la remision con farmacos citotéxicos o terapias blanco, por lo que
su erradicacion es necesaria para asegurar una cura permanente.

Se postula que si se altera la autorenovacion, (habilidad de reconstituir
la hematopoyesis), en las células troncales normales, se generan mecanismos
responsables de la produccion de células leucémicas en el raton. En cuanto a
la sobreexpresion de genes, la familia Hox (HoxB4 y HoxA9) causa al
sobreexpresarse, expansion de células troncales hematopoyéticas de médula
0sea, tanto in vitro como in vivo. (Antonchuk et al, 2002)

La sobreexpresion de p-catenina mutante en las CTH, induce su

expansion, mientras que la expresién de antagonistas de p-catenina, bloquea la
proliferacion de CTH, asi como su funcion de repoblacion (Reya et al 2003)
En las leucemias agudas, las LSCs cuentan con vias que se encuentran en las
CTH, pero son desencadenadas sin control por estimulos que generan una
autorenovacion descontrolada, por ejemplo el factor de transcripcion NF-xB se
encuentra activo de manera constitutiva en la mayoria de las CTH de LMA,
mientras que este fendbmeno no se ha demostrado en las CTH normales
(Guzman et al, 2001)

En raton, se han hecho modelos retrovirales de leucemogénesis,
basados en activacion de factores de transcripcion, como MLL-ENL y MLL-AF9
(Kristov et al, 2006). En ese trabajo parten del conocimiento de que el gen MLL
puede conferir algunas propiedades de células leucémicas a progenitores
hematopoyéticos comprometidos, y se preguntan si seria posible que la
poblacion de células que origina la leucemia pudiera originarse a partir de
progenitores comprometidos para un linaje, siempre y cuando posean los
factores de transcripcion MLL-ENL o MLL-AF9. Kristov y sus colaboradores
demuestran en su trabajo que la poblacion de células troncales leucémicas
también puede ser generada a partir de progenitores comprometidos vy
contrario a lo que conocia anteriormente, el programa génico de
autorenovacion (necesario para iniciar la leucemia) se activa durante el proceso
de leucemogénesis. Estos experimentos demuestran que los progenitores

mieloides comprometidos que, por definicion carecerian de la capacidad de



inducir la leucemia, actualmente podrian proponerse como células generadoras

de leucemia.

5.- Diferencias hematopoyéticas de acuerdo a la edad de presentacion de
la LMA

Existen diferencias clinicas, epidemiolégicas y moleculares entre los
individuos con LMA de acuerdo a la edad de presentacién de esta enfermedad.

Diferencias en incidencia

A continuacion describiremos algunos datos estadisticos de Estados
Unidos, ya que en ese pais se tienen datos mas puntuales. Aproximadamente
6500 niflos y adolescentes en presentan leucemia aguda cada afio. La LMA
comprende del 15-20% de estos casos. La incidencia de la LMA pediatrica se
estima entre 5 y 7 casos por millon de individuos por afio, con un pico de
incidencia de 11 casos por millén a los 2 afos de edad, la incidencia alcanza su
punto mas bajo a los 9 afios. (Rubnitz et al, 2008)

Aun dentro de la poblacién pediatrica, existen factores prondsticos para
predecir si el paciente presentara o no recaidas, estos factores son:
citogenética, cuenta de leucocitos al diagndstico, subtipo de la FAB, y en
estudios actuales se ha demostrado que los pacientes mayores de 10 afios
tendran peor pronéstico que los pacientes menores de 10 afios (OR= 1.8; con
intervalo del confianza al 95%: 1.3-2.6; p = .005). (Bassem et al, 2006)

La LMA es el tipo de leucemia aguda mas comun en los adultos, y
aproximadamente cada afio 11500 adultos presentaran leucemia mieloide
aguda. La incidencia en adultos menores de 65 afios de 1.8 por 100 000
personas, mientras que la incidencia en mayores de 65 afos fue de 17 casos
por 100 000. El prondstico en los adultos es inversamente proporcional a la
edad. (http://www.cancer.gov/cancertopics)

El tratamiento inicial para los pacientes menores de 60 afios, consiste en
quimioterapia citotoxica y puede curar al 20-75% de ellos, mientras que en los
mayores de esta edad, solo el 10% de los enfermos podran ser curados con

quimioterapia. (Estey et al, 2006)



Mortalidad

Se reporta que del 2000 al 2003, la mortalidad ajustada por edad a causa
de LMA fue de 2.7 por 100 000 personas, y como en el caso de la incidencia, la
mortalidad asociada a LMA varia con la edad. En EU la mortalidad incrementa
con la edad, la cual muestra un pico de 17.6 por 100 000 personas en

pacientes mayores de 80 afios (Deschler et al, 2006)

Cambios celulares de acuerdo a la edad

Se han realizado estudios que relacionan el envejecimiento de las CTH
con las diferencias que existen en la respuesta del sistema hematopoyético. El
dafio acumulado al DNA causa que se deplete la reserva de células troncales y
esto se ha propuesto por los investigadores como una de las causas del
envejecimiento. Se propone especificamente a la ligasa IV del DNA, que esta
encargada de la reparacion de la doble cadena del DNA en modelos murinos.

47?%C  da como resultado un modelo de ratén con

La mutacién de Lig
inmunodeficiencia y alteraciones en el crecimiento, con pérdida progresiva de
la celularidad de la médula 6sea y defectos importantes en las funciones
tisulares y en la capacidad de células progenitoras hematopoyéticas de
repoblar la hematopoyesis en modelos de trasplante. (Woodbine et al, 2007)

Una de las caracteristicas principales del envejecimiento es la
disminucion en la capacidad de mantener la homeostasis. Las células troncales
regulan la homeostasis tisular, y la deplecion de las reservas de células tallo
y/o la disminucién de su funcién, se han postulado para contribuir al
envejecimiento. Se ha sugerido que la acumulacién de dafio al DNA podria se
el mecanismo principal debido al cual las células hematopoyéticas troncales se
deterioren, se ha postulado que el dafio endogeno al DNA se acumula con la
edad en las células troncales hematopoyéticas, lo cual hace cada vez mas
dificil que las células recuperen la homeostasis después de ser expuestas a
dafio agudo y repetitivo. (Rossi et al, 2007)



IV.- ANTECEDENTES

Proliferacion de células leucémicas in vitro

Hallazgos recientes por nuestro grupo de trabajo, han demostrado que
poblaciones de células hematopoyéticas primitivas (CD34°CD38'Lin" vy
CD34'CD38Lin") provenientes tanto de leucemia mieloide crénica (LMC),
(Chavez-Gonzélez et al, 2004) como LMA (Montesinos et al, 2006) presentan
serias alteraciones numéricas y funcionales in vitro. Por un lado, mientras que
para la LMA existe gran heterogeneidad en el numero de células
(CD34"CD38Lin" y CD34°CD38'Lin") presentes en médula 6sea, para LMC se
registr0 que ambas subpoblaciones se encuentran incrementadas. Por otra
parte, cuando ambas subpoblaciones son cultivadas en presencia de una
combinacion de 8 citocinas estimuladoras de la hematopoyesis, encontramos
que tanto las células provenientes de LMC como las de LMA mostraron
severas limitaciones en sus potenciales de proliferacion y expansion en
relacion con los detectados en las mismas subpoblaciones provenientes de
médula 6sea normal. Es importante mencionar que aunque en ambas
patologias las mayores deficiencias se registran en la subpoblacion celular mas
primitiva (CD34'CD38Lin"), la LMA tiene deficiencias funcionales mucho

mayores que las que se observan en LMC, como se muestra en la figura 1.



Figura 1. Cinéticas de proliferacion en células hematopoyéticas primitivas
provenientes de pacientes adultos con LMA, LMC y normales

1000

100 1

=
o
!

incremento en el numero celular

do d5 d10 di5 d20 d25 d30

Fig.1 Cinéticas de proliferacion, en cultivos liquidos suplementados con
citocinas recombinantes de poblaciones celulares enriquecidas en células
hematopoyéticas primitivas obtenidas de médula 6sea normal (MON), LMC y
LMA. En esta gréfica se observa en el eje de las X el tiempo, graficado como
dias de cultivo, y en el eje de las Y el incremento en el nimero celular, las
curvas de la cinética de proliferacion corresponden a células enriquecidas en
células CD34'CD38Lin" provenientes de médula 6sea normal de adultos, de
pacientes adultos con LMC y de pacientes adultos con LMA. Todas las células
fuero expuestas a un coctel con 8 citocinas hematopoyéticas (Figura basada en
los trabajos de Montesinos et al, 2006 y Chavez-Gonzalez et al, 2004)

En la figura 1 se observa que las células provenientes de médula 6sea
normal de adultos (cuadros vacios) es capaz de proliferar en condiciones in
vitro con un incremento maximo hasta de 1000 veces el niumero celular dia 20

de cultivo. Esto contrasta con las células provenientes de pacientes adultos con




LMC (cuadros negros) que tienen un potencial maximo de proliferacion hasta
de 120 veces en el numero celular y contrasta ain mas con las células
provenientes de pacientes con leucemia mieloide aguda, (circulos negros)
donde se registran potenciales de proliferacion muy deficientes que no son
capaces de alcanzar las 10 veces incremento de numero de células.

Estos datos, aunados a la informacion contenida en la literatura, sugieren
que las subpoblaciones hematopoyéticas de LMC y LMA tienen alteraciones
funcionales que les impiden responder a los estimulos proporcionados por las
citocinas afnadidas in vitro, sin embargo hasta la fecha se desconoce que
sucede con las células provenientes de pacientes pediatricos, dado que el
comportamiento clinico de estos mismos padecimientos es diferente de
acuerdo a los grupos de edad, por ello este estudio biomédico abre las puertas

a una linea de investigacion pediatrica que contribuye al conocimiento.



V.- JUSTIFICACION

La Leucemia Mieloide Aguda representa entre el 15 y 20% del total de
las leucemias de la infancia, y aunque el estudio de la hematopoyesis tanto
normal como leucémica ha permitido entender a esta patologia como un
proceso aberrante iniciado en una célula troncal hematopoyética, la informacion
reportada en la literatura se ha enfocado particularmente a la hematopoyesis
adulta, y aun existen importantes interrogantes acerca del origen, desarrollo y
mecanismos responsables de la enfermedad en nifios.

Este proyecto pretende analizar la respuesta bioldgica a tres diferentes
combinaciones de citocinas hematopoyéticas en cuanto a proliferacion,
expansiéon y diferenciacion de poblaciones enriquecidas en células
CD34'CD38Lin" y en células CD34"CD38Lin" hematopoyéticas provenientes
de pacientes pediatricos con Leucemia Mieloide Aguda.

El presente trabajo pretende profundizar en el conocimiento de la
biologia béasica de la enfermedad, por medio del andlisis de dos diferentes
compartimentos hematopoyéticos, lo cual permitirhd sentar bases que sumadas
al avance del conocimiento podran plantear la posibilidad de que a mediano o
largo plazo se pueda realizar manipulacion biologica in vitro de estas células y

aplicarlas en terapias que favorezcan la salud infantil.



VI1.- PREGUNTA DE INVESTIGACION

Pregunta general

¢, Cudl es el potencial proliferativo, de expansion y diferenciacién de dos
poblaciones celulares hematopoyéticas enriquecidas en células troncales y
progenitoras  provenientes de Leucemia Mieloide Aguda y Médula Osea

Normal pediatricas en condiciones in vitro?

Preguntas especificas

¢, Cual es la capacidad de proliferacion de las poblaciones de células
hematopoyéticas enriquecidas en CD34'CD38'Lin® y de la poblacion
enriquecida en células CD34"CD38Lin" provenientes de pacientes pediatricos
con LMA, y sanos en respuesta a dos diferentes combinaciones de citocinas

hematopoyéticas?

¢,Cual es el potencial de expansiéon y diferenciaciéon de las poblaciones
de células hematopoyéticas enriquecidas en CD34'CD38'Lin° y de la
poblacién enriquecida en células CD34'CD38Lin" provenientes de pacientes
pediatricos con LMA, y sanos en respuesta a dos diferentes combinaciones de

citocinas hematopoyéticas?

¢Existen diferencias en cuanto al potencial de proliferacion, expansion y
diferenciacion de las muestras provenientes de pacientes pediatricos si se

comparan con pacientes adultos?



VII.- HIPOTESIS

Hipotesis general

El potencial proliferativo, de expansion y proliferacion de células
troncales y progenitoras hematopoyeticas provenientes de Leucemia Mieloide
Aguda y Médula Osea Normal pediatricas es diferente aunque sean sometidas

a las mismas condiciones in vitro,

Hipotesis especificas

La capacidad de proliferacion de células troncales CD34'CD38Lin" y
progenitoras CD34'CD38*Lin" hematopoyéticas provenientes de pacientes
pediatricos con LMA, en respuesta a dos diferentes combinaciones de citocinas
hematopoyéticas tendra diferencias significativas.

El potencial de expansion y diferenciacion de células troncales y
progenitoras, después de haber sido cultivadas bajo diferentes estimulos con
citocinas hematopoyéticas sera significativamente distinto.

Existiran diferencias significativas en cuanto al potencial de proliferacién,
expansion y diferenciacion de las muestras provenientes de pacientes

pediatricos si se comparan con pacientes adultos.



VIIl.- OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el potencial proliferativo, de expansion y diferenciacion de
dos poblaciones celulares enriquecidas en células troncales y progenitoras
hematopoyéticas provenientes de Leucemia Mieloide Aguda y Médula Osea

Normal pediatricas en dos condiciones de cultivo.

Objetivos especificos
1 Evaluar la capacidad de proliferacion de la poblacion enriquecida en
células CD34'CD38'Lin" y en células CD34'CD38'Lin” hematopoyéticas
provenientes de pacientes pediatricos con LMA, y MON en respuesta a

dos diferentes combinaciones de citocinas hematopoyéticas.

2 Cuantificar el potencial de expansion y diferenciacion de células
CD34'CD38'Lin" y CD34'CD38'Lin", de pacientes pediatricos con LMA
y MON después de haber sido cultivadas bajo diferentes estimulos con
citocinas hematopoyéticas.

3 Comparar los resultados obtenidos con los datos provenientes de

pacientes adultos.



IX.- MATERIAL Y METODOS

1) Disefio de la investigacion

Este Estudio se ha clasificado como un ensayo experimental, ya que
analiza las relaciones entre una o varias variables independientes, y una o
varias variables dependientes, y los efectos causales de las primeras sobre las
segundas, es decir los efectos de las diferentes condiciones de cultivos sobre
la proliferacion y expansion de las células hematopoyéticas. Este estudio se

identifica como explicativo.

Segun Festinger, (Festinger, 1957) los experimentos en laboratorio
logran un control mas riguroso que los experimentos de campo, aunque los
experimentos podrian perder validez externa. A este respecto Kerlinger
(Kerlinger, 1988) comenta que los objetivos primarios de un experimento
verdadero son descubrir relaciones (efectos) en condiciones “puras” y no
contaminadas, probar predicciones de teorias y refinar teorias e hipotesis.

2) Disefio de la muestra
Definicién de la poblaciéon de estudio:

Poblacién diana: Médula ésea de nifios entre 1 y 18 afios de edad recién
diagnosticados con leucemia mieloide aguda. Las muestras de los pacientes
con LMA no deberan de haber recibido ningan tipo de tratamiento especifico
contra la leucemia y no presentaran otro padecimiento (hematolégico o no
hematol6gico) en el momento de la toma de muestra.

Médula 6sea de nifios sanos de entre 1 y 18 afios de edad que sean sometidos
a procedimientos ortopédicos y que sean hematolégicamente sanos.

Poblacién accesible: Se utilizaron muestras de Médula Osea de
pacientes con LMA y muestras de Médula Osea Normal, mismas que fueron
utilizadas en la obtencién de ambas subpoblaciones (enriquecidas en células
CD34'CD38'Lin" y CD34'CD38Lin") hematopoyeticas. Todas las muestras
fueron obtenidas de pacientes que acudieron al Hospital Infantil de México
Federico Gomez en el periodo que comprende del 1 de noviembre del 2006 a
noviembre del 2007. Todas las muestras contenian un volumen minimo de 4

mililitros y correspondian a nifios entre 1 y 18 afios de edad.



3) Criterios de inclusion y exclusién

Criterios de inclusién:

Aspirados de médula 6sea de nifios de entre 1 y 18 afios de edad, con
nuevo diagnostico de LMA
Aspirados de médula 6sea de nifios de entre 1 y 18 afios de edad sometidos a
cirugias ortopédicas y que fueran hematol6gicamentes sanos.
Se entiende por hematol6gicamente sanos los valores comprendidos en el
ANEXO I

Criterios de exclusion:

Contaminacién de la muestra del aspirado de médula 6sea

Muestras de médula ésea con numero celular insuficiente para los ensayos.



Variables

Variables
independientes

Tipo de variable

Definicién operacional

Células Cuantitativa Numero de células mononucleares
mononucleares  de | continua obtenidas por seleccion negativa
LMA de poblacion | enriguecidas en CD34"'CD38"Lin’

Células Cuantitativa Numero de células mononucleares
mononucleares de | continua obtenidas por seleccion negativa que
LMA de poblacion Il enriquecidas en CD34°CD38'Lin

Células Cuantitativa NUumero de células mononucleares
mononucleares  de | continua obtenidas por seleccién negativa que
MON de poblacion | enriquecidas en CD34°CD38"Lin’

Células Cuantitativa NUumero de células mononucleares
mononucleares  de | continua obtenidas por seleccibn negativa

MON de poblacion I

enriquecidas en CD34°CD38'Lin

Cualitativa nominal

Caracteristica de la composicion del
medio de cultivo: Medio de cultivo sin
suplemento de citocinas.

Cultivo liquido
control

Cultivo liquido
seminal

Cualitativa nominal

Caracteristica de la composicion del
medio: Medio de cultivo mas 10 ng/ml
de Factor de Células Seminales (SCF),
10 ng/ml de Interleucina 6 (IL-6), 10
ng/ml de Trombopoyetina (Tpo) y 10
ng/ml del Ligando de Tirosina Fetal 3
(FIt3 L).

Cultivo liquido mixto

Cualitativa nominal

Caracteristica de la composicion del
medio Combinacion mixta: Medio de
cultivo Stem Span mas 10 ng/ml de
SCF, 10 ng/ml de IL-6, 10 ng/ml de Tpo,
10 ng/ml de FIt3 L, 10 ng/ml de
Interleucina 3 (IL-3), 10 ng/ml de Factor
Estimulante de Colonias de
Granulocitos-Monocitos (GM-CSF), 20
ng/ml de Factor Estimulante de colonias
de Granulocitos (G-CSF) y 3 U/ml de
Eritropoyetina (Epo)

Cultivo semi sélido

Cualitativa nominal

Caracteristica de la composicion del
medio que consiste en: metil-celulosa al
0.9% suplementada con 30% de SFB,
1% de albimina sérica bovina, 10™*M de
de 2-mercaptoetanol, 2mM de L-
glutamina, 50 ng/ml de SCF, 10 ng/ml
de IL-3, 10 ng /ml de GM-CSF y 3 U/ml
de Epo




Variables
dependientes

Tipo de variable

Definicion operacional

Proliferacion

Cuantitativa
continua

Capacidad de las células de incrementar
el ndmero celular en cultivo, no
importando el linaje al que
correspondan.

El calculo del incremento celular total, se
obtiene multiplicando el numero celular
contado en determinado dia y condicion
de cultivo por el ndmero celular
acumulado en los dias previos de la
misma condicion de cultivo.

Expansién

Cuantitativa
continua

Capacidad de una célula de incrementar
el nimero de células en un cultivo,
siempre y cuando sean iguales a la
célula que les dio origen

El calculo de expansién se obtiene cada
5 dias al tomando una alicuota de 1-5
x10% células de los cambios de medio
realizados a los diferentes dias vy
condiciones de cultivo y el niamero de
colonias detectadas se extrapolara al
namero  celular total acumulado
evaluado en los ensayos de proliferacién
celular

Diferenciacion

Cuantitativa
continua

Capacidad de adquirir caracteristicas
celulares de un linaje especifico, se
corrobora por morfologia e
inmunofenotipo.

5) Procedimientos

Obtencion de muestras

Las muestras de Médula Osea de Leucemia Mieloide Aguda

fueron

obtenidas de pacientes virgenes de tratamiento del Hospital Infantil de México

Federico Gomez de la SSA.

obtuvieron

Las muestras de Médula Osea Normal, se

de niflos sometidos a cirugias 6seas (en los que la toma de

muestra no represente ningun riesgo) en el mismo Hospital Infantil de México

Todas las muestras se colectaron previo consentimiento de los donadores y

sus padres o tutores, de acuerdo con los lineamientos institucionales

aprobados por las comisiones de ética, de dicha institucion.




Separacion de Células Hematopoyéticas

Con la finalidad de obtener una banda de células mononucleares (Buffy
Coat), las muestras provenientes de MON y LMA fueron centrifugadas a 4009
durante 7 minutos, para posteriormente obtener la poblacion de células
mononucleares (CMN) de baja densidad (<1.077g/ml), mediante gradiente de
Ficoll (Pharmacia Biotech). Dichas células fueron resuspendidas en Solucion
Salina de Fosfatos (PBS) al 10% de Suero Fetal Bovino (FBS) para evaluar el
namero total de células nucleadas y viables mediante conteo con
hemocitometro, usando solucién de Turk y azul tripano, respectivamente.

Las células mononucleares (CMN), fueron enriquecidas en células
CD34CD38"Lin" y en células CD34'CD38Lin” mediante columnas de seleccion
negativa. La técnica consiste en incubar 100 x10° CMN durante 15 minutosy a
temperatura ambiente, con un céctel de anticuerpos primarios de eliminacion
de linaje (dependiendo de la subpoblacion a enriquecer), para enseguida
incubar durante otros 15 minutos a temperatura ambiente, con un anticuerpo
secundario conjugado con un coloide magnético.

Después de la incubacion, las células se hicieron pasar a través de una
columna inmunomagnética en la que las células marcadas con los anticuerpos
de linaje quedaron adheridas a la columna, mientras que las células que no
presentaban marcador de linaje, se recolectaron en un tubo en una elusién en
PBS al 10% de SFB. Las poblaciones celulares enriquecidas en células
CD34'CD38"Lin" 0 CD34'CD38Lin", fueron contadas mediante hemocitémetro
usando azul de tripano y se sembraron en las condiciones de cultivo que se
describen en la parte de cultivos liquidos.

La combinacién de anticuerpos que se utilizd para enriquecer la
subpoblacion CD34°CD38Lin" incluyo: anti CD2, anti CD 3, anti CD14, anti
CD16, anti CD19, anti CD29, anti CD56, anti CD66b y anti glicoforina A. Estos
mismos anticuerpos mas anti CD36, anti CD38 y anti CD45RA fueron utilizados
para enriquecer la subpoblacion CD34'CD38Lin" (Chavez-Gonzéalez et al,
2004).



Cultivos liquidos

Cien mil células de cada una de las poblaciones enriquecidas
CD34'CD38"Lin" 0 CD34'CD38Lin" fueron sembradas en medio de cultivo
Stem Spam mas diferentes combinaciones de citocinas. Las células fueron
mantenidas a 37°C en un ambiente saturado de humedad al 5% de CO,, y
cada 5 dias (mientras hubiera células en el cultivo) el nimero total celular fue
contado con hemocitometro para resembrar nuevamente cien mil células,
mismas que se mantuvieron en las mismas condiciones de cultivo.

Las combinaciones de citocinas empleadas en este trabajo fueron:

= Combinacién control: Medio de cultivo Stem Span sin suplemento de

citocinas.
= Combinacion seminal: Medio de cultivo Stem Span mas 10 ng/ml de
Factor de Células Seminales (SCF), 10 ng/ml de Interleucina 6 (IL-6),
10 ng/ml de Trombopoyetina (Tpo) y 10 ng/ml del Ligando de
Tirosina Fetal 3 (FIt3 L).

= Combinacion mixta: Medio de cultivo Stem Span mas 10 ng/ml de
SCF, 10 ng/ml de IL-6, 10 ng/ml de Tpo, 10 ng/ml de FIt3 L, 10 ng/ml
de Interleucina 3 (IL-3), 10 ng/ml de Factor Estimulante de Colonias
de Granulocitos-Monocitos (GM-CSF), 20 ng/ml de Factor
Estimulante de colonias de Granulocitos (G-CSF) y 3 U/ml de
Eritropoyetina (Epo).

Una vez finalizados los cultivos, se realizé el céalculo del incremento celular
total, multiplicando el niumero celular contado en determinado dia y condicion
de cultivo por el numero celular acumulado en los dias previos de la misma

condicion de cultivo.

Inmunocitoquimica

En el dia cero, asi como en los diferentes dias y condiciones de cultivo,
35 x 10° CMN, células CD34*CD38"Lin 0 CD34'CD38Lin" fueron preparadas
en laminillas, con la finalidad de determinar el porcentaje de células CD34".
Para ello, se utilizO un paquete comercial (DAKO En Vision+ System,
Peroxidasa-Diaminobencidina) y un anticuerpo monoclonal especifico contra el

antigeno CD34. El ensayo se reveld con Diamino-Benzidina, y el porcentaje de



células CD34" (en cualquiera de las subpoblaciones), se determiné después de

haber contado 300 células por laminilla.

Cultivos semisodlidos

El numero de células formadoras de colonias (CFC) presente en los
diferentes dias y condiciones de cultivo fue evaluado mediante cultivos
semisolidos. Para ello, 50,000 CMN, 1000 células CD34°CD38'Lin° o 1000
células CD34'CD38Lin" , fueron sembradas en metil-celulosa, al 0.9%,
suplementada con 30% de SFB, 1% de albumina sérica bobina, 10“M de de 2-
mercaptoetanol, 2mM de L-glutamina, 50 ng/ml de SCF, 10 ng/ml de IL-3, 10
ng /ml de GM-CSF y 3 U/ml de Epo. Los cultivos se mantuvieron a 37°C en un
ambiente saturado de humedad al 5% de CO; durante 14 dias, al final de los
cuales las colonias (grupos celulares que tuvieran mas de 50 células) fueron

evaluadas y clasificadas en los siguientes linajes hematopoyéticos:

e Eritroide : Colonias hemoglobinizadas.
e Mieloide: Colonias que contenian células granulociticas,
macrofagicas o ambas.
e Mixto: Colonias que presentaron células tanto mieloides como
eritroides.
El calculo de expansion se evalu6 cada 5 dias al tomar una alicuota de
1-5 x10° células de los cambios de medio realizados a los diferentes dias y
condiciones de cultivo y el nimero de colonias detectadas se extrapolara al
namero celular total acumulado evaluado en los ensayos de proliferacion

celular.

6) Analisis estadistico

Realizamos estadistica descriptiva e inferencial. Se utilizo, la Prueba de
Mann-Whitney dado que las poblaciones celulares no se distribuyeron de una
manera semejante a la normal. Esta prueba no paramétrica es contraparte de
la prueba t para dos muestras no pareadas, comparamos las medianas de los
dos grupos y revelo si las medianas eran diferentes, utilizando los programas
estadisticos STATA y SPSS. La diferencia significativa se consider6 con una
p<0.05.



7) Aspectos éticos y de bioseguridad

El presente protocolo de investigacion estd basado en el trabajo con
aspirados de Médula Osea pediatrica tanto normal como de pacientes con
Leucemia Mieloide Aguda. En el caso de la Médula Osea Normal ésta se
obtuvo al momento en que los pacientes fueron sometidos a algun tipo de
cirugia 6sea bajo previo acuerdo y consentimiento de los padres (o tutores), asi
como del pediatra especialista en ortopedia. Las muestras de Leucemia
Mieloide Aguda fueron obtenidas cuando a los pacientes se les realiz6 la toma
de aspirado de médula 6sea necesaria para verificar el diagndstico, por lo que
en ninguno de los dos casos (MON y de LMA) la obtencidon de la muestra

representd algun riesgo para la salud fisica y/o mental de los menores.

Cabe mencionar que en todos los casos se pidié el consentimiento

informado de los padres, tutores o representantes legales de los menores.

En tres casos, los responsables de pacientes que serian sometidos a
cirugias ortopédicas no aceptaron participar en el estudio, uno por cuestiones
relacionadas a su religion y otros 2 por falta de acuerdo entre los responsables
del menor (padre y madre)

El presente trabajo esta basado en la obtenciéon y manejo de muestras
biolégicas provenientes de médula 6sea normal y leucémica, para lo cual en el
laboratorio de hematopoyesis y células troncales se tienen estandarizados
todos los protocolos para su transporte, obtencién, procesamiento y desecho,
asi como las instalaciones necesarias para el manejo de dichas muestras. A

continuacion se realiza una breve descripcion de cada procedimiento:

La toma de las muestras, fue realizada por la Oncdlogo-Pediatra Elisa
Maria Dorantes Acosta, quien fracciond una alicuota del aspirado de médula
0sea que ella misma tomé como parte de los procedimientos del diagnéstico de
cada paciente. Para las muestras de MON, la Dra. Dorantes se presentd al
servicio de ortopedia del Hospital Infantil de México y recibio del ortopedista la

muestra que se haya tomado al momento de realizar la cirugia 6sea.

Las muestras biologicas fueron transportadas al laboratorio de

investigacion en contenedores cerrados herméticamente y rotulados con la



leyenda de material biologicos a 4°C de temperatura (empleando congelantes),

en un tiempo no mayor a 60 minutos.

Una vez en el laboratorio, la muestra fue colocada en una campana de
flujo laminar clase Il para su procesamiento y manipulacion, lo cual consistié en
la obtencion y cultivo in vitro de las subpoblaciones hematopoyéticas
CD34'CD38"Lin y CD34'CD38Lin° descrito previamente en materiales y
métodos.

Antes de desechar el material utilizado (biolégico, frascos de cultivo,
material de plastico (tubos, pipetas, puntas y desechos liquidos), éste fue
inactivado con cloro en el cual permanecié por al menos 24 horas, para
posteriormente eliminarse y depositarse en los contenedores especificos para
desechos biolégicos infecciosos con naturaleza liquida y/o punzo cortante
(dependiendo del tipo de desecho). El destino final de los desechos fue su
destrucciéon mediante incineracion, proceso que se realiz6 fuera del laboratorio,
pero bajo las normas generales del Hospital de Oncologia del CMN Siglo XXI,
las cuales se rigen por las Normas Oficiales Mexicanas y los Reglamentos
oficiales vigentes e la materia previa aprobacién de la Secretaria de Salud.

Cabe hacer notar que todas las personas involucradas en el manejo de
las muestras bioldgicas contaron con la ropa de proteccion (bata, guantes,
lentes protectores, caretas, uniformes, etc), adecuada, y para seguridad
general del laboratorio, algunos de ellos tienen entrenamientos especificos en

el manejo de residuos peligrosos y sustancias radiactivas.
8) Otros aspectos (factibilidad)

Este protocolo contdé con un numero de registros en el Hospital Infantil de
México Federico Gomez, HIM/2006/053 y fue aceptado por un Comité de
investigacion y bioética del Hospital Infantil de México Federico Gomez asi

mismo conté con financiamiento de la Organizacién Internacional Terry Fox.



X.- ANEXO |

Carta de consentimiento informado
Hospital Infantil de México Federico Gémez

Por medio de la presente autorizo y estoy enterado de que a mi hijo (a)
con numero de expediente atendido (a)
en éste hospital le serd tomada una muestra de médula 6sea, misma que se utilizard con fines de
investigacion en el protocolo HIM/2006/053, titulado Caracterizacion de Células Troncales y Progenitoras
hematopoyeticas de Leucemia Mieloide Aguda pediatrica.

Estoy enterado que los objetivos de dicha investigacion son aportar informacion sobre el comportamiento
hiolégico in vitro de las células hematopoyéticas de Leucemia Mieloide Aguda, con el fin de que a
mediano o largo plazo se puedan proponer alterativas terapéuticas que contribuyan a mejorar el
diagndstico y tratamiento de dicha enfermedad.

Asi mismo estoy consiente que la toma de la muestra serd tomada bajo anestesia general, como parte del
estudio diagndstico del paciente y en su caso como parte del procedimiento quirdrgico a realizarse,
tomando en cuenta que el procedimiento de aspirado de médula 6sea tiene una probabilidad minima de
complicaciones causadas por el propio aspirado de médula, sin embargo en caso de presentarse alguna
complicacion, el paciente seré atendido en el Hospital Infantil de México para resolver su problema de
salud consecuencia del Aspirado de Médula dsea.

Ademas en el caso yo lo desee me serd proporcionada cualquier tipo de informacion o explicacién en
relacion a este protocolo de estudio. Para ello tendré que acudir o comunicarme al departamento de
Oncologia de este Hospital al Tel. 52289929 ext 1238 o al Laboratorio de Hematopoyesis y Células
Troncales del Hospital de Oncologia en el Centro Médico Nacional Siglo XXI (TEL 56276900 Ext. 22705),
y entrevistarme con los doctores (Héctor Mayani Viveros, Maria Antonieta Chavez Gonzélez y/o Elisa
Maria Dorantes Acosta), responsables de ésta investigacion.

Finalmente hago manifiesto que la autorizacién la emito en pleno uso de mi libertad y sin coaccion
alguna, asegurandome que se mantendrd la confidencialidad de los datos del menor, asi como que en el
momento en el que yo decida podré retirar la autorizacién para proporcionar la muestra biologica antes
mencionada.

Se firma la presente para los fines que haya lugar en México D. F alos __ dias del mes de

de 200__ en dos tantos (uno para el responsable del paciente y otro para los responsables de la
investigacion), y en la presencia del responsable legal del menor, responsable de la investigacién y dos
testigos.

Nombre y firma del responsable legal del menor

Nombre y firma del responsable de la investigacion Dra Elisa Dorantes Acosta Departamento de
oncologia Hospital Infantil de México Federico Gomez tel. 52289919 ext 1238

Nombre y firma Testigo 1

Nombre y firma Testigo 2



Xl.- ANEXO I
Parametros normales de biometria hematica para considerar a un paciente como control
para los experimentos.

Edad Leucocitos | Eritrocitos | Hb g/100 | Hct% | VCM | MCH | MCHM | PLTS
X103 x 10° ml fl pg | g/100 | x 10°
ml
1-6 afios 5.0-19.0 3.9-5.3 9.5-14.1 | 30-40 70- 23- 31-35 150-
84 29 450
6-16 aflos | 4.8-10.8 4.0-5.2 10.3- 32-42 | 73- 24- | 32-36
14.9 87 30
16-18 afios| 4.8-10.8 4.2-5.4 111- | 3444 | 75- | 25- | 32-36
15.7 89 31
>18 afios | 5.0-10.0 4555 14.0- | 42-52 | 84- | 27- | 32-36
17.4 103 34
Varones
>18 afios | 5.0-10.0 4.0-5.0 12.0- 36-48 | 84- 28- | 32-36 | 140-
16.0 103 34 400
mujeres

Hb Hemoglobina, Hct hematocrito, VCM Volumen corpuscular medio MCH
Hemoglobina corpuscular media MCHM concentrato de hemoglobina corpuscular
media Plts plaquetas
(Johns Hopkins: The Harriet Lane Handbook, 18th ed. 2008 Mosby, An Imprint of
Elsevier pag. 307)



http://www.mdconsult.com/about/book/mosby.html
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CCG
CMN
CTH
EPO
FAB

FBS
Flt-3L
G-CSF
GM-CSF
Hb

Hct

IL-3

IL-6

LMA
LMC
LPS
LSCs
LTC-IC
MCH
MCHM
MH

MON
NOPHO-AML93

PBS
Plts
SCF
SCID
SRC
TPO
VCM

Lista de abreviaturas

Children”s Cancer Group

Células mononucleares

Células Troncales Hematopoyéticas
Eritropoyetina

Sistema de clasificacion Franco Americano Britanico para
las leucemias agudas

Suero Fetal Bovino

Ligando de la Tirosina Fetal 3

Factor estimulante de colonias de granulocitos
Factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos
Hemoglobina

hematocrito

Interleucina tres

Interleucina seis

Leucemia mieloide aguda

Leucemia mieloide crénica

Lipopolisacaridos

Células troncales leucémicas

Células iniciadoras de cultivos a largo plazo
Hemoglobina corpuscular media

Concentrato de hemoglobina corpuscular media
Microambiente hematopoyético

Médula 6ésea normal

Nordic Society for Pediatric Hematology and Oncology
Acute Myeloid Leukemia

Solucion Salina de Fosfatos

plaguetas

Stem Cell Factor o Factor de Células Seminales
Inmunodeficiencia severa combinada

Células repobladoras de ratones SCID
Trombopoyetina

Volumen corpuscular medio






XIl.- RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas generales de los pacientes del estudio

En un periodo de 1 afio se recolectaron células de pacientes con
leucemia mieloide aguda que fueron diagnosticados en el hospital Infantil de
México Federico Gomez en el periodo de noviembre del 2006 a noviembre del
2007. Ingresaron al estudio 17 pacientes, previa firma de consentimiento
informado del responsable del menor. Se obtuvieron alicuotas de aspirados de
médula 6sea al diagnéstico de 17 pacientes, 9 femeninos y 8 masculinos, las
edades oscilaron en un rango de 1 afio hasta los 14 afios con una media de 7.6
afos. El subtipo morfolégico de la FAB mas frecuente en este estudio fue la
M1, con 4 pacientes, posteriormente las M2, M3 y M4 con 3 pacientes en cada
grupo, seguidos de 2 pacientes con LMA M6 y uno con LMA M5 y uno con LMA
M7. No tuvimos ningun paciente con LMA MO. En 6 pacientes se realizo estudio
citogenético.

En la literatura internacional (Rubnitz et al 2008, Deschler et al 2006) se
describe que la incidencia de las leucemias mieloides agudas no tiene
predominio por sexo, lo cual se corrobora en este estudio de casos
consecutivos durante un afio. Se describe también que los subtipos mas
frecuentes son M1 y M2, lo cual también se corrobora en este estudio; sin
embargo en la literatura se menciona que la M3 se presenta solo en el 5% de
los pacientes con LMA, pero que su incidencia parece incrementarse en la raza
latina, probablemente es por ello que la LMA M3 correspondié junto con la M2 y
M4 al segundo subtipo més frecuente en este estudio no obstante hay que
considerar que la n de este trabajo fue pequefa.

En todos los casos se realizd la cuenta del porcentaje de blastos al
diagnéstico en los aspirados de médulas 6seas de los pacientes y el rango
oscilo desde 20% hasta 96% de blastos con una media de 57% de blastos al
diagnostico y se consideré que el porcentaje de blastos al diagnostico fue
suficiente, ya que aunque la FAB considera 30% de blastos al diagnéstico, la
OMS considera el 20% de blastos para realizar diagnéstico de LMA. (Estey et
al, 2006)

Las caracteristicas generales de las biometrias hematicas de los

pacientes fueron: En cuanto a la hemoglobina, solo 2 pacientes tuvieron



valores mayores de 10g/dL al diagndstico, los 15 restantes presentaron anemia

al ser diagnosticados, con una media de hemoglobina de 7.14 g/dL. El rango

del hematocrito fue de 9.7 hasta 40% con una media de 21.1%, la cuenta de

los leucocitos fue heterogénea, desde la leucopenia hasta la hiperleucocitosis,
con rango de 1300 hasta 615 000/4L con una media de 58,129/ML. Todos los

pacientes del estudio se presentaron con trombocitopenia menor a 150,000/4L,

con un rango desde 2000 plaquetas/ML hasta 144,000/ML con una media de

34,935/4L (Tabla 1)

Tabla 1.- Caracteristicas generales de los pacientes con leucemia mieloide

aguda (LMA)
Biometria Al diagndstico

Lista de Edad | Morfologia y Blastos Hb Ht | Leucocitos Blastos Plaguetas
pacientes citogenética en

con LMA AMO

Femenino2 | 102 M1 93% | 7.6 22.5 18,100 62% 22,000
Masculino3 | 22 M1 B%| 7.8 22.2 2,000 - 144,000
Femenino4 | 72 M3 1(15:17) 20% | 49 14 1,300 17,999
Masculino | 142 M1 90% | 7.3 21.6 11,600 - 18,000
Femenino6 | 112 M3 1(15:17) 922% | 8.2 24.7 32,000 93% 48,000
Femenino7 | 1210m | M1 88% | 9.7 27.4 77,100 84% 5,000
Femenino8 | 224m | M7 trisomia 21 20% | 32 9.7 5,200 - 19,000
Masculino9 | 22 M6 9% | 11.1 317 120,500 69% 66,000
Masculino10 | 102 M5 20% 13 40 615,000 100% 10,900
Masculinoll | 122 M2 69% | 5.7 16 40,000 22% 25,000
Masculinol2 | 122 M4 20% | 5.4 16 2,100 - 22,000
Masculino13 | 12 M4 inv 16 90% | 8.8 27.2 2,200 21,000
Masculino14 | 112 M4 3% | 6.4 184 5,700 31,000
Femeninol5 | 3°3m | M6 43% 5 14.9 7,700 - 5,000
Femeninol6 | 22 M2 20% | 6.1 18.3 36,000 40% 26,000
Femeninol7 | 122 M3 1(15:17) 20% | 36 12 1,800 - 111,000
Femeninol8 | 92 M2 1(8:21) 58% | 7.7 23 9,900 80% 2,000

LMA Leucemia mieloide aguda, AMO Aspirado de médula 6sea, Hb Hemoglobina, Ht

hematocrito




Este estudio es consistente con lo descrito en estudios previos, donde la
mayor parte de los pacientes con LMA se presenta al diagndstico con
citopenias. En este estudio, el 100% de los pacientes debutdé con
trombocitopenia, a diferencia de los reportado internacionalmente que es el
75%.(Sperling et al, 1995) En nuestro estudio 2 pacientes presentaron cuentas
de leucocitos mayores a 100 000 (12%), esto esta dentro de lo reportado
previamente, donde se describe hasta un 20% de pacientes con mas de 100
000 leucocitos al diagnéstico, lo cual ha demostrado conferir mal prondstico (
Bassem et al, 2006)

Enriquecimiento en células CD34"

Para corroborar que se trabajaria con poblaciones enriquecidas, se
identifico la presencia del antigeno CD34 en laminillas antes de la seleccion
negativa y después de ella. Se cuantifico el porcentaje de células CD34" por
inmunocitoquimica y pudimos observar que antes del enriquecimiento, la
frecuencia del antigeno CD34 en médula 6sea normal es de alrededor del 1%,
lo cual ya se habia observado en estudios previos (Chavez-Gonzalez et al,
2004). Los porcentajes de células CD34+ en células leucémicas fueron muy
heterogéneos, como puede observarse en la Tabla 2

Posterior a la seleccion negativa se registraron enriquecimientos
significativamente estadisticos en células normales y leucémicas, sin embargo

en las leucémicas se observo una gran variabilidad.

Tabla 2 .- Enriquecimiento en células positivas para CD34 en médulas éseas
de pacientes pediatricos sanos y con LMA

MONnN=5 LMA n =17
CcD34" CFC CcD34" CFC
MNC 1.1(05-2.1) 0.34 31.2 0.001*
(0.10-0.74) | (0-73.8) (0 —0.012)
Células Lin® 47 (32-67) 7.1 58 0.04*
(3.8-11.6) | (25-98) (0—1.1)

Tabla 2. Los resultados se representan en medianas y rangos de la n correspondiente.
Los nameros se expresan en porcentajes de células CD34+ y células formadoras de
colonias antes (MNC) y después (Células Lin") del procedimiento de seleccion negativa.
*La p significativa se consideré menor a 0.05

Resultados de la Poblacion |




Dado que el objetivo de este trabajo es analizar dos subpoblaciones
celulares que se encuentran en diferentes niveles de la jerarquia
hematopoyética, se presentaran los resultados como sigue: denominaremos
Poblacién | a las células enriquecidas para CD34"CD38Lin" y Poblacion Il a las
enriquecidas en células CD34'CD38Lin" que se encuentran en diferentes

niveles de la jerarquia hematopoyética

Caracteristicas generales de la poblacion |

Se obtuvieron suficientes células para enriquecer en progenitores
hematopoyéticos en 9 pacientes pediatricos con LMA y en 3 pacientes
hematolégicamente sanos sometidos a procedimientos ortopédicos donde se
expusiera la cresta iliaca anterosuperior. En todos los casos se cuantificaron
las células por medio de un hemocitbmetro antes y después de haber sido
enriguecidas a través de columnas inmunomagnéticas de seleccién negativa.

Se obtuvo el porcentaje de recuperacion de la poblacién enriquecida y
para corroborar si la poblacion celular tenia caracteristicas funcionales de
progenitores hematopoyéticos, se realizaron ensayos funcionales en cajas de
metil celulosa donde se cuantificaron las células formadoras de colonias, se
calculd también el enriquecimiento que corresponde a la proporcion de colonias
de células que se formaron a partir de los progenitores hematopoyéticos. Solo
en un caso (paciente 14) no se realizaron ensayos funcionales por razones

técnicas.

Los resultados obtenidos en las muestras provenientes de pacientes
pediatricos con leucemia mieloide aguda son heterogéneos, obteniendo
deferentes niumeros de células mononucleares en rangos que oscilaron desde
11,950 a 120,000 x 103 células, con una media de 69,900 x 10° células; esto
contrasta con los rangos obtenidos en las células provenientes de médula 6sea
de pacientes pediatricos sin enfermedades hematoldgicas, ya que aunque
también fueron heterogéneos, la mediana fue mayor, sin embargo esto no fue

estadisticamente significativo.



Posteriormente cuantificamos el numero de células de la poblacién
enriguecida para progenitores hematopoyéticos tanto leucémicos como
normales. El nimero de células enriquecidas en progenitores o numero de
células post columna fue estadisticamente diferente, con mediana de 946 x
10° en las células normales contra una mediana de 18,816 x 10° en la
poblacion de células leucémicas con una p de 0.05. En cuanto al porcentaje de
recuperaciéon, éste fue estadisticamente mayor en la poblacion de células
leucémicas (p = 0.01), con un amplio rango que oscilé de 3.2 a 73.8%, sin
embargo cuando estas células se expusieron a ensayos funcionales se
obtuvieron significativamente menos células formadoras de colonias a partir de
las células mononucleares (mediana de 186 en las células normales contra una
mediana de 12 en las leucémicas; p = 0.03)

En cuanto a las células formadoras de colonias a partir de las células
enriguecidas en progenitores, la poblacion de células normales demostré
poseer una mayor proporcion de células formadoras de colonias. (p = 0.01)
(Tabla 3)



Tabla 3.- Caracteristicas generales de la poblacion | LMA y MON

Células Células
Muestray  nucleadas  nucleadas CFC CFC
subtipo de (X109) (X103) % /100000 /200 000
FAB Precolumna Postcolumna RECUP Precolumna Postcolumna Enriquecimiento
2 M1 37,900 22,400 58.9 0 0 0
3M1 25,700 2,914 8.8 24 0 0
5M1 69,900 18,816 26.9 0 40 0
7 M2 118,000 87,120 73.8 22 60 2.7
8 M7 11,950 455 3.8 20 1120 56
9 M6 80,000 28,800 36 18 600 33.3
10 M5 120,000 3,876 3.2 2 60 30
12 M1 120,000 57,456 47.8 6 0 0
14 M4 45,315 10,032 22.1 ND ND ND
Mediana 69,900 18,816 26.9 12.0 50.0 1.3
(11,950
Rango 120,000)(455 - 87,120)(3.2 - 73.8) (0-24) (0-1,120) (0 -56)
Médula
Osea
Normal
2 98,000 2,114 2.16 742 5,560 7.49
3 100,000 468 0.46 186 10,360 55.6
4 100,000 946 0.946 106 5,460 515
Mediana 100,000 946 0.946 186 5,560 51.5
(1,154.7- (846.7-  (0.875-
Rango 100,000)  1,176) 1.18) (186 - 346)(2,800.5 - 7,126.6) (26.6 - 51.5)
Diferencias
estadisticas
entre MON
y LMA
p= 04037 p=0.0522 p=0.0126 p=0.032 p=0.0118 p =0.1096

CMN células mononucleares, % RECUP porcentaje de recuperacion, CFC células
formadoras de colonias. Los datos se presentan como medianas y rangos y el analisis
se realizé con la prueba U de Mann Whitney para poblaciones independientes

Los porcentajes de recuperacion en las células normales que se

encontraron en este estudio son consistentes con lo que se describe en adultos




(Mayani et al, 2003), ya que se reporta que las células progenitoras
hematopoyéticas corresponden alrededor del 0.1% del total de células en
médula ésea, sin embargo éste nimero se encontré6 muy incrementado en las
muestras provenientes de pacientes con LMA. Una explicacion a este
fendbmeno es que la LMA se considera una patologia con incremento o
hipercelularidad de blastos en médula 6sea, con funciones aberrantes, lo cual

se demostro al realizar los ensayos funcionales.

Proliferacion y expansion de la Poblacion |

Se analizaron 10 muestras provenientes de pacientes pediatricos con
leucemia mieloide aguda y 3 muestras provenientes de pacientes
hematolégicamente sanos. Se calcularon los promedios de proliferacion y se
graficaron los incrementos en veces de acuerdo a los dias de cultivo.
Realizamos ensayos de proliferacion y expansion de la poblacion |, tanto de
células provenientes de pacientes con LMA como de pacientes
hematolégicamente sanos. Las células se sometieron a tres condiciones de
cultivo diferentes: sin citocinas hematopoyéticas, un coctel de 4 u 8 citocinas
hematopoyéticas (descrito en metodologia).

El incremento celular total, (proliferacion) se obtuvo multiplicando el
ndmero de células en cada condicion de cultivo por el numero celular
acumulado en los dias previos de la misma condicion de cultivo. Los célculos
se realizaron cada 5 dias hasta que los cultivos dejaran de tener células
viables.

Las células provenientes de médula ésea normal, tuvieron potenciales
de proliferacion mayores a los de las células leucémicas aunque éstas hayan
sido expuestas a las mismas condiciones de cultivo. A pesar del mayor nimero
de células provenientes de pacientes con LMA, se demostrd que in vitro éstas
células no son funcionales, ya que tienen limitada la proporcion de células
formadoras de colonias. Esta observacion ya habia sido hecha por este mismo
grupo de trabajo en células provenientes de pacientes adultos con LMA
(Montesinos et al, 2006), lo cual sugiere que la poblacion de células leucémicas
enriquecidas en progenitores tiene una incrementada proporcion de células con

defectos o alteraciones que al ser sometidas in vitro a diversas combinaciones



de citocinas hematopoyéticas no les permite proliferar ni expandirse al igual
que lo harian in vivo.

El méximo potencial de proliferacion se alcanzé al dia 10 por las células
normales cuando fueron sometidas a un coctel de 8 citocinas hematopoyéticas
(mixto) con una media de 323.46 veces. Las células leucémicas tuvieron
potenciales de proliferacion deficientes, alcanzando su maximo potencial al dia
5 de cultivo cuando se expusieron al coctel mixto, con una media de 27.72
veces Figura 2

Figura 2 Cinética de proliferacion de la poblacion | en células de médula 6sea
de pacientes pediatricos con LMA y hematolégicamente sanos.
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Fig 2. Para este experimento se utilizaron 10 muestras de pacientes con LMA 'y
3 muestras provenientes de pacientes hematolégicamente sanos. En el eje de
las X se grafica el tiempo como dias de cultivo, y en el eje de las Y el
incremento en veces del numero celular total.

El calculo de expansion celular se obtuvo cada 5 dias al tomar una alicuota de

1-5 x10° células de los cambios de medio realizados a los diferentes dias y



condiciones de cultivo y el numero de colonias detectadas se extrapolo al

namero celular total acumulado evaluado en los ensayos de proliferacion

celular (Figura 3)

Pudieron ser evaluables 9 muestras provenientes de pacientes pediatricos con

leucemia mieloide aguda y 3 pacientes hematoldégicamente sanos.

Figura 3 Expansion de la poblacién | proveniente de médula 6sea de
pacientes pediatricos con LMA y hematolégicamente sanos
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Fig 3. Para este experimento se utilizaron 9 muestras de pacientes con LMA y
3 muestras provenientes de pacientes hematolégicamente sanos. En el eje de
las X se grafica el tiempo como dias de cultivo, y en el eje de las Y el nUmero
total de colonias que se en ese dia y condicidén de cultivo particular.

El mayor potencial de expansion se registré en las células provenientes
de médula 6sea normal cuando fueron cultivadas en presencia de 8 citocinas
hematopoyéticas. Este potencial fue seguido por las células de médula 6sea

normal expuestas a 4 citocinas hematopoyéticas. En todos los casos las células
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provenientes de pacientes con leucemia mieloide aguda tuvieron una muy
deficiente expansion.

Posteriormente evalu6 la capacidad de las colonias de adquirir

caracteristicas de un linaje especifico (mieloides, eritroides o mixtas) en los
diferentes medios de cultivo.
En el medio con 4 citocinas hematopoyéticas (seminal) se obtuvieron los
siguientes resultados: Las células provenientes de médula ésea normal
tuvieron un mayor potencial de proliferacién que las células provenientes de
pacientes con leucemia mieloide aguda, en cuanto al nimero de colonias para
meédula 6sea normal, se detectdo un mayor numero de colonias de tipo eritroide
y mieloide al dia 5, sin embargo aun se detectaron colonias hasta el dia 20 de
cultivo. Las colonias de morfologia mixta se detectaron en médula 6sea normal
hasta el dia 10 de cultivos en este medio.

En cuanto a la médula ésea de pacientes pediatricos con leucemia
detectaron en todos los casos nimeros menores de produccion de colonias al
compararlos con las células provenientes de médula 6sea normal, y en este
medio, la produccion de colonias provenientes de médulas leucémicas fue

mayor a expensas de colonias eritroides. Tabla 4 y Figura 4

Tabla 4 Medias de los numeros totales de colonias hematopoyéticas por dias y
por condicién de cultivo seminal



Tipode Dia0 Dia0 Dia5 Dia5 Dia Dial0 Dia Dial5 Dia20 Dia20
colonias 10 15
Mieloides 200 2553.3 557.4 72347 0 44061 4 1902 0 4622
Eritroides 88.8 4573.3 671.9 13058 16.5 19162 178 6 0 0
Mixtas 0 0 05 228 0 1326 0 0 0 0

LMA = leucemia mieloide aguda, MON = médula ésea normal

Figura 4.- Tipos de colonias hematopoyéticas expresadas en porcentajes,
provenientes de células de la Poblacion | de pacientes con LMA vy
hematolégicamente  sanos cultivadas en medio con 4 citocinas
hematopoyéticas de acuerdo al dia de cultivo.

100% -

80% -

0/
60% O MIXTAS

@ ERITROIDES
OMIELOIDES

Porcentaje

40% -

20%

0% T T T T o T T T T T
LMADO MONDO LMAD5 MOND5 LMAD1I0O MON LMAD15 MON LMAD20 MON
D10 D15 D20

Dias de cultivo

Fig 4. Para este experimento se utilizaron 10 muestras de pacientes con LMA 'y
3 muestras provenientes de pacientes hematoldgicamente sanos. En el eje de
las X se grafica el tiempo como dias de cultivo, y en el eje de las Y el
porcentaje de colonias que se obtuvieron en ese dia y en medio seminal.



En el medio con 8 citocinas hematopoyéticas (mixto) se obtuvieron los
siguientes resultados: Las células provenientes de médula ésea normal
tuvieron un mayor potencial de proliferacién que las células provenientes de
pacientes con leucemia mieloide aguda, en cuanto al nimero de colonias para
meédula 6sea normal, se detecté un mayor niumero de colonias de tipo mieloide
al dia 10, y eritroide al dia 5 y se detectaron colonias eritroides hasta el dia 20
de cultivo.

En cuanto a la médula 6sea de pacientes pediatricos con leucemia se
detectaron en todos los casos, al igual que en el medio de cultivo anterior,
nameros menores de produccion de colonias al compararlos con las células

provenientes de médula 6sea normal, y en este medio, la produccion de

LMA LMA
Tippde Dia MON LMA MON Dia MON LMA MON LMA MON
colonias 0 Dia0 Dia5 Dia5 10 Dial0 Dial5 Dia 15 Dia20 Dia20
Mieloides 200 2553.3 612.7 6129.6 52.14 7008 67.2 0 0 0
Eriroides 88.8 4573.3 403.9 17977.3 298.6 2784 30 0 0 4206
Mixtas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
colonias provenientes de médulas leucémicas fue mayor a expensas de

colonias mieloides. Tabla 5y Figura 5

Tabla 5 Medias de los numeros totales de colonias hematopoyéticas por dias y
por condicién de cultivo mixto

LMA = leucemia mieloide aguda, MON = médula 6sea normal



Figura 5.- Tipos de colonias hematopoyéticas expresadas en porcentajes,
provenientes de células de la Poblacion | de pacientes con LMA vy
hematolégicamente sanos cultivadas en medio con 8 citocinas
hematopoyéticas de acuerdo al dia de cultivo.
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Fig 5. Para este experimento se utilizaron 10 muestras de pacientes con LMA 'y
3 muestras provenientes de pacientes hematolégicamente sanos. En el eje de
las X se grafica el tiempo como dias de cultivo, y en el eje de las Y el
porcentaje de colonias que se obtuvieron en ese dia y en medio mixto.

Los resultados de las células tanto normales como leucémicas que
fueron cultivadas en medio control, es decir sin citocinas, no demostraron tener
potencial de proliferacion en ninguno de los casos, esto a diferencia de las
células provenientes de pacientes adultos con leucemia mieloide croénica, ya

que este Ultimo padecimiento, las células troncales y progenitoras tienen



potencial autécrino para sostener la viabilidad celular en cultivos sin citocinas.
(Chavez-Gonzalez, et al 2004) En nuestros cultivos no observamos este
fendmeno lo cual es consistente con estudios similares (Montesinos et al, 2006)

En cuanto a los tipos de colonias obtenidas tanto de las células normales
como leucémicas, observamos diferencias en la cantidad y en el tipo de
colonias. Aunque en este estudio no se realizaron estudios moleculares para
encontrar la explicacién a estas diferencias, se sabe que entre los principales
genes involucrados en la diferenciacion al linaje mieloide se encuentran: PU.1,
Hox , C/EBPa, C/EBPb y C/EPBe, RUNX1 y SCL , y los altos niveles de
expresion de PU.1 se asocian con la diferenciacion granulocitica, mientras que
su baja expresion se asocia con diferenciacién hacia el linaje eritroide. PU.1,
junto con los factores de transcripcion GATA 1, GATA 2 y FOG, son esenciales
para la maduracion y diferenciacion eritroide y megacariocitica. (Loken, et al
1987)

Una vez que los factores de transcripcion se encienden o apagan son
capaces de inducir la expresion de receptores de factores de crecimiento
involucrados con la diferenciacion eritroide, megacariocitica y granulo-
monocitica, por lo que las condiciones de cultivo podrian modificar la expresion

y la cantidad de la expresidon de genes necesarios para la diferenciacion.

Diferenciacion poblacion |

La diferenciacion celular se documenté cada 5 dias por medio de
microscopia de luz, en frotis preparados con tincibn de Wright-Giemsa.
Nuestras observaciones indican que las células obtenidas de los cultivos
leucémicos al dia 0 mostraron morfologia de células inmaduras (blastos), y las
células provenientes de médula ésea normal, mostraron presencia de todas las
lineas celulares, sin embargo, a medida que aumentaba el tiempo de los
cultivos pudimos observar en la médula normal la maduracion de linaje
eritroide, promielocitico y macrofagico. De diferente manera, en las muestras
provenientes de pacientes con leucemia se observd predominio macrofagico
(Figura 6)



Figura 6. Diferenciacion de la poblacion | en células provenientes de pacientes
pediatricos con LMA y sanos
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Fig 6 Fotos tomadas de laminillas tefiidas con tincion de Wright-Giemsa a la
poblacién | proveniente de cultivo en medio mixto. La morfologia de la MON
muestra varios linajes en la maduracion, mientras que en las médulas de
pacientes pediatricos con LMA se observa predominio de macrofagos.



Resultados de la Poblacion Il

Se obtuvieron suficientes células para enriquecer en células troncales
hematopoyéticas en 10 pacientes pediatricos con LMA y en 5 pacientes
hematoldégicamente sanos sometidos a procedimientos ortopédicos bajo las
mismas normas que los experimentos anteriores, en todos los casos se
cuantificaron las células por medio de un hemocitometro antes y después de
haber sido enriquecidas a través de columnas inmunomagnéticas de seleccién
negativa.

Se obtuvo el porcentaje de recuperacion de la poblacion enriquecida y se
realizaron ensayos funcionales en cajas de metil celulosa donde se
cuantificaron las células formadoras de colonias, se calculé también el
enriquecimiento. Los resultados obtenidos en las muestras provenientes de
pacientes pediatricos con leucemia mieloide aguda son heterogéneos,
obteniendo deferentes numeros de células mononucleares en rangos que
oscilaron desde 28 000 a 480 000 x 10° células, con una mediana de 137 500 x
10° células, los rangos obtenidos en las células provenientes de médula 6sea
de pacientes pediatricos sin enfermedades hematoldgicas, ya que aunque
también fueron heterogéneos, la mediana fue de 100 000 x 10°, sin embargo el
rango fue mas estrecho.

Posteriormente cuantificamos el numero de células de la poblacién
enriquecida para células troncales hematopoyéticas tanto leucémicos como
normales. El nimero de células enriquecidas en troncales o numero de células
post columna aunque no fue estadisticamente diferente, fue ligeramente mayor
para las células leucémicas, sin embargo oscild6 entre 0 y 127.5 y en las
normales oscilé entre 0.021 y 2.77. En cuanto al porcentaje de recuperacion,
éste fue estadisticamente mayor en la poblacion de células leucémicas (p =
0.04), con un amplio rango que oscil6 de 0.24 a 2.31%, Yy en las células
normales fue de 0.02 a 0.05% con una media de 0.05%

Los reportes que existen previamente en la literatura,(Mayani et al, 2003)
describen que las células troncales hematopoyéticas representan alrededor del
0.005% del total de las células de la médula G6sea, es decir su proporcidon es
menor comparada con la de los progenitores hematopoyéticos, y a pesar de
tener porcentajes mayores de recuperacion de células troncales leucémicas,

cuando estas células se expusieron a ensayos funcionales se obtuvieron



significativamente menos células formadoras de colonias, mediana de 186 en
las células normales contra una mediana de 6 en las leucémicas (p= 0.0021)
incluso hubieron muestras de células leucémicas que tuvieron desarrollo de
cero colonias.

En cuanto a las células formadoras de colonias a partir de la poblacion i,
las células normales demostraron poseer un mayor capacidad de formacion
de colonias, y aunque esto no fue estadisticamente significativo, ninguna de la
las células provenientes de médula 6sea normal, y en las provenientes de
pacientes con leucemia existieron muestras con nula formacion de colonias
(Tabla 6)

Tabla 6.- Caracteristicas generales de la poblacién Il en médula 6sea de
pacientes pediatricos sanos y con LMA



Numero de Células Células

muestra nucleadas  nucleadas CFC/ CFC/
y subtipo (X103) (X109) 100 000 100 000
FAB Precolumna Postcolumna % RECUP Precolumna Postcolumna Enriquecimiento
2 M1 66,992 72 0.107 0 0 0
5 M1 69,925 17 0.024 0 0 0
6 M3 28,000 10 0.035 16 2,040 127.5
7 M2 240,000 5,560 2.31 22 0 0
9 M6 120,000 2,632 2.19 18 1,060 58.8
10 M5 360,000 1,890 0.52 2 20 10
11 M4 155,000 104 0.06 0 120 0
12 M1 480,000 327 0.068 6 0 0
16 M3 182,985 144 0.078 6 20 3.3
17 M3 40,410 255 0.6 14 40 2.85
Mediana 137,500 1995 0.09 6.0 20.0 1.4
(28,000 - (0.024 -
Rango 480,000) (10 - 5560) 231) (0-22) (0 - 2040) (0-127.5)
Médula
0sea
Normal
2 100,000 56 0.056 3710 300 0.08
3 240,000 30 7E-10 186 1,140 6.12
4 100,000 56 0.056 106 400 3.77
5 76,630 48 0.06 356 20 0.056
6 66,410 32 0.048 182 40 0.219
Mediana 100,000 48.0 0.05 186.0 300.0 0.21
(70,525.3 - (0.02 - (186.0 -
Rango 116,608) (12.6 - 48.0) 0.05) 1,569) (300 - 455.5) (0.21- 2.77)
Diferencias
estadisticas
entre MON
y LMA

p= 06676 P=00660 p=0.0429 p=00021 p=0.1534 p=0.6179

CMN células mononucleares, % RECUP porcentaje de recuperacion, CFC
células formadoras de colonias.Los datos se presentan como medianas y
rangos y el analisis se realiz6 con la prueba U de Mann Whitney para
poblaciones independientes

Proliferacion y expansion de la Poblacion |l

Se realizaron ensayos de proliferacion y expansion de las poblaciones
celulares enriquecidas en células troncales, en las células provenientes de

pacientes con LMA, y ensayos en medio con 8 citocinas hematopoyéticas en




muestras provenientes de pacientes hematolégicamente sanos, no se
sometieron células sanas a otras condiciones de cultivo dado el numero de
células troncales que se obtienen de cada muestra. Los calculos de
proliferacion se realizaron cada 5 dias hasta que los cultivos dejaran de tener
células viables.

Se analizaron 8 muestras provenientes de pacientes con leucemia
mieloide aguda y 4 muestras provenientes de pacientes hematolégicamente
sanos, se calcularon los promedios de proliferacion y se graficaron los
incrementos en veces de acuerdo a los dias de cultivo. Las células
provenientes de médula 6sea normal, tuvieron potenciales de proliferacion
mayores a los de las células leucémicas. La poblacién Il de MON, alcanz6
desde el dia 5 de cultivo su maximo potencial de proliferacion, disminuyé al dia
10 y permanecio hasta el dia 25 de cultivo.

Las células leucémicas tuvieron potenciales de proliferaciéon que fueron
similares a los de las células sanas al dia 10 de cultivo en el medio de 8
citocinas hematopoyéticas y disminuyeron gradualmente y fueron
practicamente nulos al dia 20 de cultivo. Cuando las células leucémicas se
expusieron a medio seminal o medio control, mostraron potenciales de

proliferacion menores a los de la médula 6sea normal. (Figura 7)

Figura 7.- Proliferacion Células Troncales Hematopoyéticas (CTH) de médula
Osea de pacientes pediatricos con LMA y hematoldégicamente sanos.
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Fig 7. Para este experimento se utilizaron 8 muestras de pacientes con LMA y
4 muestras provenientes de pacientes hematolégicamente sanos. En el eje de
las X se grafica el tiempo como dias de cultivo, y en el eje de las Y el
incremento en veces del numero celular total.

Posteriormente evalué la capacidad de expansién de las colonias en los
diferentes medios de cultivo, y al igual que en el experimento anterior, las
células troncales normales solo se sometieron a una condicion experimental
por su escaso numero. Las células provenientes de médula 6sea normal
tuvieron un mayor potencial de proliferacion que las células provenientes de
pacientes con leucemia mieloide aguda, en cuanto al numero de colonias para
médula 6ésea normal, se detectdé un mayor niamero de colonias de tipo mieloide
al dia 15 con una media de 3207 colonias, en cuanto a las colonias de tipo
eritroide su pico de proliferacion se registré al dia 10 con una media de 4121
colonias y las colonias de tipo mixto presentaron en pico maximo al dia 10 de

cultivo con una media de 43 colonias.



En cuanto a la médula ésea de pacientes pediatricos con leucemia
detectaron en todos los casos nimeros menores de produccion de colonias al
compararlos con las células provenientes de médula 6ésea normal, sin embargo
en el medio mixto se detecté el mayor pico de proliferacion de colonias al dia
10 a expensas de colonias de tipo eritroide (media de 5914 colonias). Tabla 7,

Figuras 8y 9

Tabla 7 Medias de los numeros totales de colonias hematopoyéticas por dias y
por condicidon de cultivo mixto

Dia Dia Dia Dia Dia
Tipode 0 0 Dia5 Dia5 Dial0 Dial0 Dial5 15 20 Dia20 Dia25 25
colonias LMA MON LMA MON LMA MON LMA MON LMA MON LMA MON

Mieloide 30 183 1735 1920 499.6 1736.1 1086.1 3207 207 0
Eriroide 160 192 326.7 1831.8 5914.9 4121.7 3896.6 2494 0 0
Mixtas 0 0 0 0 76 432 17 0 0 0

LMA = leucemia mieloide aguda, MON = médula 6ésea normal

Figura 8 Expansion de la poblacion Il de médula ésea de pacientes pediatricos
con LMA y hematolégicamente sanos
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Fig 8. Para este experimento se utilizaron 7 muestras de pacientes con LMA y
4 muestras provenientes de pacientes hematolégicamente sanos. En el eje de
las X se grafica el tiempo como dias de cultivo, y en el eje de las Y el nUmero
total de colonias.

Figura 9.- Tipos de colonias hematopoyéticas provenientes de la poblacién I
de pacientes con LMA y hematoldgicamente sanos cultivadas en medio con 8
citocinas hematopoyéticas de acuerdo al dia de cultivo. Los resultados se
expresan en porcentajes.
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Fig 9. Para este experimento se utilizaron 6 muestras de pacientes con LMA y
4 muestras provenientes de pacientes hematolégicamente sanos. En el eje de
las X se grafica el tiempo como dias de cultivo, y en el eje de las Y el
porcentaje de colonias que se obtuvieron en ese dia y en medio mixto.

Los resultados anteriores son contrastantes con los obtenidos en la
poblacién |, lo cual orienta a que existen diferencias sustanciales entre las dos
subpoblaciones hematopoyéticas, y que al menos en este trabajo, las células
troncales sanas y leucémicas tienen mas similitud al inicio de la jerarquia
hematopoyética, y que las diferencias se acentian conforme avanza la
hematopoyesis. A favor de esta teoria se encuentra un experimento de Krivstov
et al., que demuestra que la leucemogénesis puede iniciarse en los

progenitores hematopoyéticos, y que no es exclusiva de las células troncales.

Otra situacion a considerarse es que las células fueron tomadas de la
médula O6sea, separadas de su nicho hematopoyético y sometidas a diversas
condiciones experimentales, lo cual sugiere fuertemente que el nicho juega un
papel determinante en la leucemogénesis in vivo (Short et al, 2003). Otra
situacion es que como se comentoé previamente, las células son capaces de ser

inducidas por citocinas estimuladoras de la mielopoyesis, lo cual puede inducir




a ciertos patrones de expresion génica que determinen la diferenciacion o noy
la expansion o no de las células, probablemente esta induccidén génica funcione
diferente de acuerdo a los distintos niveles de la jerarquia hematopoyética.
Ademas, se sabe que la expresibn de receptores para citocinas
hematopoyéticas puede cambiar de acuerdo a la subpoblacion celular de la
cual se trate (Engelhardt et al 2002. Mayani et al, 1993) y ello podria contribuir

al diferente comportamiento entre las supoblaciones hematopoyéticas.



XI11.- CONCLUSIONES GENERALES

Nuestros resultados demuestran que las fracciones celulares
denominadas como Poblacién Il y de manera mas acentuada la Poblacion |,
poseen deficientes potenciales de proliferacion y expansion in vitro comparados
con sus contrapartes normales. Ademas, los resultados son consistentes con
los obtenidos previamente con pacientes adultos. (Montesinos et al 2006,
Chavez-Gonzaélez et al 2004)

Conclusiones generales de la Poblacion |

La primera observacion correspondid a la gran heterogeneidad en la
obtencién de las células CD34" en las poblaciones leucémicas con rango que
vario de 0 — 56 veces mas para esta poblacion. Estos hallazgos son
concordantes con estudios previos realizados en adultos con leucemia mieloide
aguda, pero son contrastantes con los reportados en células provenientes de
pacientes adultos con con leucemia mieloide crénica, donde la proporcion de
células CD34" es mas homogénea (Chavez-Gonzélez et al 2004) con rangos
de CMN 1-3%.

Otra observacion derivada de la poblacion | de células leucémicas
consiste en que a pesar del porcentaje de células positivas para el antigeno
CD34, la poblacién | leucémica demostré tener muy pocas células capaces de
dar lugar a células formadoras de colonias in vitro. Esto sugiere una expresion
aberrante del antigeno CD34 en los nifios con LMA.

Otra observacién que llama la atencion es que las células de la poblacion
I demostraron tener deficientes potenciales de proliferacion en cultivos in vitro,
comparadas con su contraparte normal, aun cuando fueron cultivadas con un
coctel de 8 citocinas hematopoyéticas. Esta deficiencia podria deberse al
reducido porcentaje de progenitores funcionales o alteraciones en factores de
transcripcion, o a deficiencias cuantitativas y cualitativas de los receptores
hematopoyéticos en estas subpoblaciones.

De manera similar con las células provenientes de pacientes adultos,
encontramos en nuestros experimentos que esta poblacion leucémica tuvo una
deficiente expansion, a pesar de ser sometida a diversas combinaciones de

citocinas hematopoyéticas. Estas observaciones abren la puerta a una nueva



serie de cuestionamientos sobre la biologia de las células progenitoras
leucémicas in vitro, y la relacion que éstas podrian tener con el estroma
hematopoyético, ya que probablemente la biologia y la interaccion de las
células leucémicas con el estroma difiera de manera significativa con los
mecanismos de interaccion de las células normales hematopoyéticas.

Consideramos que hacen falta realizar mas estudios para resolver estas
interrogantes. Asi mismo, consideramos importante identificar marcadores
celulares que puedan identificar a la hematopoyesis normal residual en las
muestras provenientes de pacientes enfermos, ya que esta demostrado que
una fraccion de hematopoyesis normal coexiste con la hematopoyesis
leucémica (Coulombel et al, 1985) y seria muy util identificar a la fraccién
hematopoyética normal residual y a mediano o largo plazo poder purificarla
para beneficio del paciente.

Conclusiones generales de la Poblacién

Al igual que en la poblacion I, en la Poblacién Il se observé una gran
heterogeneidad en la obtencion de las células CD34" en esta poblacion
leucémica con un rango que varié de 0 -127.5 veces mas para esta poblacion.
A pesar de que el numero de células enriguecidas para la poblacion Il fue
mayor al de las provenientes de médulas 6seas normales, éstas poblaciones
celulares son funcionalmente deficientes, conteniendo una fraccion muy
pequefia de células funcionales que sostienen la hematopoyesis in vitro.

En esta poblacion, las células leucémicas también demostraron tener
deficientes potenciales de proliferacion en cultivos in vitro, aun cuando fueron
cultivadas con un coctel de 8 citocinas hematopoyéticas. No fuimos capaces de
hacer todos los ensayos planeados con esta poblacién, dado el nimero celular
tan escaso que se obtiene por seleccién negativa. Al respecto consideramos
que debemos incluir series mas grandes de pacientes.

Otra situacion interesante podria ser realizar correlaciones con las
alteraciones citogenéticas o subtipo de la FAB, y a pesar de que en este
estudio no mostraron estar asociados, esto probablemente se deba al namero

de pacientes incluidos.



Llama la atencion que a pesar de que en las leucemias se producen
blastos o células inmaduras, en las condiciones de cultivo in Vitro, una
proporcion de las células leucémicas cultivadas fue capaz de diferenciarse y
adquirir caracteristicas morfologicas de un linaje en especifico.

En resumen, en el presente estudio hemos demostrado que al comparar
a las poblaciones | y Il con su contraparte normal, las células provenientes de
los pacientes enfermos tienen importantes alteraciones funcionales in vitro,
incluyendo los potenciales de proliferacion y expansion asi como un patrén de
diferenciacion anormal.

El presente estudio es consistente con los previos realizados en adultos,
bajo una metodologia experimental similar, lo cual apoyaria el hecho de que las
alteraciones moleculares de los adultos y los nifios no son diferentes, sin
embargo hacen falta realizar estudios comparativos entre la poblacién
pediatrica y de los adultos donde se exploren perfiles de expresion génica y

alteraciones citogenéticas entre estos grupos de edad.

XIV.- LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS DEL ESTUDIO

Este estudio tiene como limitacién el nimero de pacientes analizados, y
consideramos que hace falta realizar mas estudios para resolver las
interrogantes que aqui se plantean. Asi mismo, abre una linea de investigacion
para posteriormente identificar marcadores celulares y moleculares que
pudieran identificar a la hematopoyesis normal en la hematopoyesis residual
en las muestras provenientes de pacientes enfermos, ya que esta demostrado
que una fraccion de hematopoyesis normal coexiste con la hematopoyesis

leucémica.
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