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1. RESUMEN 
 

La leucemia linfoblástica aguda (LLA) es el cáncer más frecuente en la niñez. 

Los pacientes pediátricos con esta neoplasia pueden presentar neutropenia y 

fiebre de manera frecuente, lo que se considera una de las causas de 

hospitalización más común. En los pacientes pediátricos con LLA con cuadros 

de neutropenia y fiebre, hasta en un 60-70 % de los casos no hay foco 

infeccioso evidente. Actualmente se sabe que los Patrones Moleculares 

Asociados a Daño (DAMPs) como: HSPs, ácido úrico, proteínas S100 y 

HMGB1, pueden activar el sistema inmune a través de su interacción con 

diferentes receptores de reconocimiento patrón (PRRs), en los que se ha 

incluido a un complejo proteico llamado inflamasoma; dando origen a una 

respuesta inflamatoria a través de la síntesis y secreción de interleucinas 

inflamatorias e inducción de apoptosis. La hipótesis de este trabajo fue que en 

ausencia de microorganismos infecciosos, los cuadros de fiebre pueden 

atribuirse a los DAMPs que se generan por la misma leucemia y que producen 

una respuesta inflamatoria. Por lo que, fue de suma importancia identificar los 

DAMPs que estuvieran asociados al desarrollo de los cuadros de fiebre de 

niños con leucemia linfoblástica aguda.Se realizó un estudio transversal de 

casos y controles, en el Hospital Infantil de México Federico Gómez y Hospital 

Pediátrico Moctezuma, en el que se incluyeron 99 pacientes con diagnóstico 

de LLA sin infección clínica aparente y 48 pacientes no oncológicos (controles) 

en el periodo del 2011 al 2014 para la cuantificación de 13 mediadores 

inflamatorios séricos y 7 DAMPs (HSPs, ácido úrico, proteínas S100 y 

HMGB1). Así mismo en neutrófilos de los pacientes y controles se evaluó la 

expresión del inflamasoma como mecanismo de maduración de IL-1β y los 

mecanismos de muerte celular tales como: apoptósis, necrósis y autofagía. 

Los resultados obtenidos muestran que los pacientes con LLA al diagnóstico 

presentan un perfil inflamatorio con incremento significativo de TNF-α, IL-6, IL-

8, MCP-1, IFN-ɣ, IL-12 e IL-10 y disminución en la producción de TGF-β. Así 

como, concentraciones elevadas de los DAMPs: HMGB1 y ácido úrico y 
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concentraciones menores de todas las HSPs. También observamos que las 

concentraciones elevadas de TNF-α, IL-6, IL-8, e IL-10 son factores de riesgo 

para desarrollar fiebre en los pacientes con LLA, mientras que las bajas 

concentraciones de TGF-β, son un factor protector y que los DAMPs no están 

asociados a la generación de fiebre de éstos pacientes. Sin embargo, 

observamos que HMGB1 es un factor de riesgo para LLA., ésto implica una 

posible participación en el proceso inflamatorio e inducción de muerte en los 

neutrófilos. 

Determinamos la expresión de los diferentes componentes del inflamasoma 

NLRP3 en células mononucleares y polimorfonucleares de los pacientes, 

demostrando que se incrementó su expresión y su ensamblaje en la LLA. 

También, demostramos la susceptibilidad de los neutrófilos de pacientes con 

LLA a la muerte celular por la formación de vacuolas autofágicas y por 

apotósis temprana y tardía, con la presencia de caspasas activas, sugiriendo 

que puede ser una de las causas de la neutropenia que cursan los pacientes 

con LLA.  

Por lo tanto, podemos concluir que en los pacientes con LLA sin infección 

clínica aparente, existe un ambiente inflamatorio, con activación del 

inflamasoma NLRP3 y un incremento de DAMPs, como HMGB-1 y ácido úrico 

y que la fiebre de los pacientes con LLA, está asociada a las citocinas 

inflamatorias TNF-α, IL-6, IL-8, e IL-10, pero no a los DAMPs estudiados. 

También que las concentraciones elevadas de HMGB-1 son un factor de 

riesgo para LLA y que la neutropenia se debe a una mayor sensibilidad de los 

neutrófilos a muerte celular por apoptosis temprana y autofagia.    
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2. ABSTRACT 
 
Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) is the most common childhood cancer. 

Pediatric patients affected with this cancer may have constant neutropenia and 

fever, considering this one the most common causes of hospitalization. On 

pediatric patients, up to 60-70% of cases, didn´t show obvious source of 

infection. It is now known that damage associated molecular patterns (DAMPs) 

such as HSPS, uric acid, protein S100 and HMGB1 can activate the immune 

system through its interaction with different Pattern Recognition Receptors 

(PRRs), which  include a protein complex called inflammasome; giving rise to 

an inflammatory response mediated by the synthesis and secretion of 

inflammatory interleukins and induction of apoptosis. 

 

Therefore, it is extremely important to identify DAMPs which are involved in the 

development of fever in children with acute lymphoblastic leukemia. The study 

was conducted at the Children’s Hospital of Mexico ¨Federico Gómez¨ and at 

the Pediatric Hospital ¨Moctezuma¨ in Mexico City. For the study, 99 serums 

from patients without apparent clinical diagnosis and 48 from non‑oncological 

patients (controls) were analyzed in the period from 2011 to 2014. We 

confirmed that patients with ALL included in this study, had no apparent clinical 

infection at diagnosis. We analyzed their serum for the determination of 

inflammatory mediators and different DAMPs (HSPs, uric acid, and HMGB1 

protein S100). The expression of inflammasome, cells death and active 

caspase of neutrophils from patients with ALL were evaluated. The presence of 

autophagic vacuoles was evaluated also. 

 
The results show that patients with ALL at diagnosis have an inflammatory 

profile, with an association of fever at risk for developing high would find 

cytokines: TNF-α, IL -8 and IL -10 and TGF-β protection association regarding 

the febrile process in ALL. We found Elevated DAMPs, HMGB1 and uric acid 

were found in the serum patients with ALL; implying a possible role in the 
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inflammatory process. However, no association of molecules were found 

associated with fever; we also determined the expression of the different 

components of the inflammasome NLRP3 in polymorphonuclear and 

mononuclear cells of patients, showing that expression of its components and 

possibly its assembly in ALL.  

Finally, we demonstrated the susceptibility of neutrophils in patients with ALL 

to cell death via caspases, also, of the formation of autophagic vacuoles 

suggesting that it may be a cause of neutropenia that present some patients 

with ALL. 

 

Therefore, we can conclude that in patients with ALL without apparent clinical 

infection, there is an inflammatory environment, with activation of the 

inflammasome NLRP3 and increased DAMPs, as HMGB-1 and uric acid. Also, 

the fever patients LLA, is associated with inflammatory cytokines TNF-α, IL-6, 

IL-8, and IL-10, but not to DAMPs studied. Finally, that high concentrations of 

HMGB-1 are a risk factor for LLA neutropenia and increased sensitivity to 

neutrophil cell death it is due early apoptosis and autophagic. 
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3. INTRODUCCIÓN 
 

3.1 Leucemia Linfoblástica Aguda 
 

La leucemia linfoblástica aguda (LLA) es una alteración citogenética 

mono/oligo clonal que origina la proliferación anormal de células precursoras 

de la serie linfoide (1). Es la neoplasia maligna más frecuente en la edad 

pediátrica con una incidencia a nivel mundial entre 3 y 4 pacientes por cada 

100,000 habitantes por año (2, 3). En México, la incidencia es mayor. Se 

estima 49.5 casos nuevos por millón de habitantes al año, la edad de inicio es 

alrededor de tres a cinco años (4, 5). 

Existen algunas enfermedades en las cuales la incidencia de la LLA es mayor, 

como en el síndrome de Down, el síndrome de Bloom, la anemia de Fanconi y 

el síndrome de ataxia-telangiectasia (6). Así mismo, algunos factores se han 

considerado predisponentes a LLA, como son la exposición a insecticidas, a 

radiaciones y al humo del tabaco durante la gestación (2). 

 

El cuadro clínico de la LLA es variable. Sin embargo, los signos y síntomas 

más comunes son la palidez de tegumentos1, la presencia de hematomas2, 

petequias3 y hepatomegalia4, neutropenia y fiebre. En los estudios de 

laboratorio se observan alteraciones en la biometría hemática (anemia, 

trombocitopenia, leucopenia o leucocitosis) y pueden existir datos de lisis 

tumoral, que se caracteriza por que los pacientes con LLA presentan, 

hiperuricemia, hiperpotasemia, hiperfosfatemia, hipocalcemia y uremia (7). 

                                                         
1
 Tegumento: Revestimiento epitelial que sirve de protección externa al cuerpo de un animal  

2
 Hematoma: Colección de sangre extravasada incluida en los tejidos de la piel o en un órgano 

3
 Petequias: (petechiae) Mancha muy pequeña de color rojo o púrpura en la piel y corresponde a una 

hemorragia localizada en la dermis. 
4
 Hepatomegalia: (hepatomegaly) Aumento de tamaño del hígado. 
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El diagnóstico se hace con base en las manifestaciones clínicas, exploración 

física y hallazgos de laboratorio. El diagnóstico de certeza se establece al 

encontrar más del 25% de blastos de características linfoides en la médula 

ósea y se clasifica con base en los siguientes aspectos (6,8): 
Morfológico. En base a los criterios internacionales de la agrupación Franco-

Americano-Británica (FAB). 
Inmunológico. De acuerdo al porcentaje de positividad de los marcadores 

celulares: precursoras de células B (pre B tempranas, pre B y pre B 

transicional); B maduras o de células T. 

Citogenética. Alteraciones numéricas, en grupos de ploidía y alteraciones 

estructurales que se dividirán en traslocaciones, deleciones e inversiones.  

 
3.2 Fiebre y neutropenia en niños con LLA. 
 

Los pacientes pediátricos con LLA presentan neutropenia y fiebre de manera 

frecuente, considerándose una de las causas de hospitalización más 

comunes. La definición de neutropenia en pacientes oncológicos corresponde 

a la cuenta de neutrófilos menor a 500 células/mm3. La disminución en la 

cuenta de neutrófilos no se sabe con certeza a que se deba, es probable que 

pueda deberse a la inadecuada producción en la médula ósea o la elevada 

destrucción de éstos en la circulación, incrementándose por fármacos que 

activan a los procesos de apoptosis o necrosis (9). En los pacientes 

pediátricos, hasta en un 60-70 % de los casos no hay foco infeccioso evidente, 

cerca de la mitad de los pacientes con neutropenia y fiebre se dice que tienen 

una infección establecida oculta y alrededor del 10% al 30% tienen 

bacteriemia. Distintos factores predisponen al desarrollo de una infección; la 

neutropenia es por sí misma, el principal factor de riesgo. Además del número 

de neutrófilos circulantes, la tasa de disminución de la cuenta absoluta de 

neutrófilos y la duración de la neutropenia, son factores importantes. Una 

disminución rápida y prolongada (cuenta de neutrófilos menor a 500/mm3 en 

10 días) es un factor de riesgo muy importante para infecciones. Además de 

los cambios cuantitativos de los neutrófilos, las anormalidades en la función 
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fagocítica u otras deficiencias de la respuesta inmune, pueden aumentar el 

riesgo de infección en el hospedero neutropénico (10,11). 

La fiebre en el paciente oncológico se define como la temperatura oral mayor 

o igual a 38.3 °C en una sola toma o el aumento de la temperatura corporal 

por arriba de 38 °C grados por un lapso mayor o igual a una hora. Es un 

fenómeno común en los pacientes con cáncer. Es la manifestación más 

frecuente de una infección. Sin embargo, también puede ser producida por 

trastornos vasculares, como embolia pulmonar e infarto de miocardio, por 

enfermedades inmunes, por fármacos y por trastornos del tejido conectivo, por 

neoplasias, en especial en linfomas y tumores sólidos, y puede presentarse en 

enfermedades metabólicas como crisis tiroidea y en traumatismos. También 

existe fiebre de origen desconocido (por sus siglas en ingles FUO) (12, 13). 

La producción de fiebre en los seres humanos es un fenómeno complejo, 

mediado por la liberación de varias citocinas pro-inflamatorias, principalmente 

interleucina 1 (IL-1), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-) e IL-6. Éstas 

citocinas, además de inducir fiebre, comparten algunas otras propiedades: 

inducen la síntesis hepática de reactantes de fase aguda y activan células T y 

B; y estimulan la producción de otras interleucinas, que a su vez inducen la 

activación de neutrófilos y linfocitos. Así mismo estimulan la migración de 

monocitos y activan las funciones de los neutrófilos maduros, como la 

quimiotaxis, la fagocitosis y la destrucción bacteriana. Así mismo, la IL-1 y el 

TNF- participan en el choque séptico (14). 

En los pacientes oncológicos se considera que la fiebre puede estar causada 

por otros factores además de la infección, como son la administración de 

medicamentos (bleomicina y arabinósido C), la misma actividad neoplásica, 

las reacciones alérgicas y la administración de productos sanguíneos. Sin 

embargo, no existe suficiente evidencia científica que lo avale y existen 

algunos datos que orientan hacia un proceso infeccioso, como dolores 

musculoesqueléticos mal definidos, inflamación e incremento de moléculas de 

fase aguda (13, 15).  
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Recientemente se ha descrito que la inflamación que lleva al síndrome de 

respuesta inflamatoria sistémica, a la sepsis y a la falla orgánica múltiple, 

puede estar mediada no solo por microorganismos infecciosos sino por 

factores propios del hospedero en los que se incluyen microorganismos de 

flora normal y alarminas. Las alarminas  son todos los productos liberados 

durante la necrosis y la destrucción celular, denominandose a todos ellos, 

Patrones Moleculares Asociados a Daño (DAMPs) (14). 

 
3.3 Patrones moleculares asociados a daño (DAMPs) 

 

Los DAMPs ó alarminas son moléculas endógenas que son liberadas 

rápidamente por las células del organismo, después de una muerte celular no 

programada, situación de estrés ó daño tisular. Se sabe que las células del 

sistema inmune también pueden ser inducidas a producir y liberar DAMPs sin 

morir, mediante el uso de sistemas de secreción especializados o por el 

retículo endoplasmático (ER) y vía de secreción aparato de Golgi. Estas 

moléculas pueden reclutar y activar células de la respuesta inmune innata y 

promover respuestas de inmunidad adaptativa (16,17). Ejemplo de DAMPs 

son: Proteínas de choque térmico, proteínas S100, ácido úrico y HMGB1 

(Figura 1). 

 

 Los DAMPs pueden ser de origen proteico ó lipídico, e incluye a azucares, 

metabólitos y ácidos nucleicos y pueden ser detectados por el sistema inmune 

y producir una respuesta inflamatoria al ser reconocidos por los receptores de 

reconocimiento patrón (PRRs), entre los que se encuentran los receptores 

tipo-Toll (TLRs) y los receptores tipo NOD (NLRs). Los NLRs pueden estar 

formando parte de un complejo proteico denominado inflamasoma, en el cual 

se lleva a cabo la maduración de la citocina proinflamatoria IL-1, la cual se 

sabe es causante de fiebre (17, 18). Sin embargo, a la fecha no se conoce la 

participación de los DAMPs en la inducción de la neutropenia y la fiebre y el 

mecanismo involucrado en estos procesos.  
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Figura 1. Estructura de DAMPs. Representación de la estructura proteica de S100A8, 
HMGB1, HSPs y la estructura química del ácido úrico (Modificado de 19-23). 
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3.3.1 Proteínas de Choque Térmico (HSP) 
  

Las HSP son una familia de proteínas que están presentes en la mayoría de 

las células y se clasifican según su peso molecular (p. ej., Hsp70 por su peso 

de 70 kDa). Estas proteínas se producen en grandes cantidades por las 

células como respuesta al estrés mecánico, a la estimulación con citocinas o a 

las altas temperaturas, ésto como mecanismo de protección frente a estas 

diferentes condiciones adversas (24). Además, en condiciones normales las 

HSP actúan como chaperonas, facilitando el ensamblaje correcto de las 

proteínas, así como la translocación de oligómeros, pero también favorecen la 

eliminación de las proteínas que están dañadas de forma irreversible. 

Las proteínas de choque térmico son consideradas “alarminas” cuando son 

liberadas en diferentes situaciones de stress (traumatismo, cirugía mayor y 

quemadura). Se ha reportado que las Hsp60, Hsp70 y Hsp90 tienen la 

capacidad de activar la respuesta inmune induciendo la liberación de citocinas 

como TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-12, y la liberación de óxido nítrico (NO) y 

quimiocinas C-C por monocitos, macrófagos y células dendríticas (25). 

Además, puede inducir la maduración de células dendríticas (26). 

Por ejemplo, en pacientes con sepsis se encuentran niveles altos de Hsp70, 

pero niveles elevados significativamente también fueron encontrados en el 

cerebro de pacientes muertos y en pacientes con arresto cardiaco resucitados. 

En un grupo de pacientes los niveles fueron similares entre sobrevivientes y 

pacientes que murieron después de desórdenes neurológicos, mientras que 

niveles significativamente altos fueron detectados en pacientes que murieron 

de un shock refractario. En esos pacientes se observó una correlación entre 

HSP70 y endotoxina, IL-6, IL-8, sTREM-1 o el receptor soluble del TNF-. No 

hubo correlación con IL-10, lactato, o la existencia de infección. Sin embargo, 

existen datos que indican que las HSPs confieren protección contra ARDS 

(por sus siglas en ingles Acute respiratory distress síndrome), daño por 

reperfusión-izquemia y daño pulmonar inducido por sepsis (27, 28). 
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Dentro de las HSP, la Hsp90 es una proteína chaperona que participa en el 

correcto ensamblaje de múltiples proteínas, incluidos mediadores de señales 

de transducción y reguladores transcripcionales (29) y Hsp72 es inducible bajo 

condiciones de estrés (30). Se ha descrito que la expresión de Hsp72 en 

células tumorales o células infectadas por virus, es importante para la 

generación de respuesta inmune celular específica (31). Hsp72 se expresa en 

la membrana plasmática de células tumorales de diferentes tipos de cáncer y 

estimula de forma específica la respuesta inmune. Estas observaciones 

sugieren que esta proteína modula una vigilancia inmune que activa linfocitos 

T, proporciona una línea de defensa adicional contra la infección y 

transformación maligna y aumenta la sensibilidad a lisis mediada por células 

NK efectoras (32). Adicionalmente, se ha evaluado la expresión de Hsp72 

relacionada con infecciones virales. Se ha descrito un incremento en la 

expresión de Hsp72 en linfocitos B transformados por el virus de Epstein Barr 

(EBV), dependiente de la presencia del virus (32). Sin embargo, en estos 

estudios no son claras las diferencias en la expresión de Hsp72 entre células 

infectadas y no infectadas, y es posible que Hsp72 esté  alterada como 

consecuencia del estrés dado por la infección viral o por la transformación 

neoplásica (34). 

Por otro lado la función principal de la Hsp27 es proporcionar termotolerancia, 

citoprotección, y supervivencia celular bajo condiciones de estrés. Sin 

embargo la expresión de Hsp27 se incrementa en algunas células tumorales, 

de forma que se ha especulado que las concentraciones plasmáticas de 

Hsp27 pueden ser útiles para evaluar la progresión de la enfermedad teniendo 

un papel importante en algunas neoplasias (35). La Hsp27 disminuye la 

actividad proinflamatoria del TNF-α actuando como un regulador negativo de 

la vía del NF-kB (36). El papel citoprotector de la HSP27 se manifiesta también 

en el ámbito cardíaco, ya que animales transgénicos que sobreexpresan la 

Hsp27 humana, presentan una protección frente a la lesión por 

isquemia/reperfusión cardíaca. 
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Hsp60 en eucariotas se considera normalmente una chaperona mitocondrial 

(también llamado Cpn60), pero en los últimos años se ha observado que 

también se produce en el citosol, en la superficie de la célula, en el espacio 

extracelular y se encuentra en la sangre periférica. En modelos murinos se ha 

comprobado que Hsp60 contribuye a la proliferación celular y al proceso de 

invasión en el cáncer de mama (37).  

3.3.2 Proteínas S100 
 

Las proteínas S100 son proteínas de tamaño molecular pequeño, unidas a 

calcio, que actúan como reguladores intracelulares en la fosforilación mediada 

por proteinas cinasas y en la actividad enzimática, además funcionan como 

proteínas de señalización extracelular en los procesos de diferenciación, 

apoptosis, homeostasis de Ca2+, metabolismo energético, inflamación, 

migración e invasión a través de la interacción con una variedad de proteínas, 

incluyendo enzimas, subunidades del citoesqueleto, receptores, factores de 

transcripción y ácidos nucléícos (38). 

Como señales extracelulares, se ha demostrado que las proteínas S100 

regulan la proliferación celular, la diferenciación, la supervivencia y la 

migración en condiciones normales y patológicas, a través de la activación de 

receptores de superficie, actuando de manera autocrina y paracrina. Se han 

descrito más de 20 miembros de esta familia de proteínas, pero tres de ellas, 

S100A8, S100A9 y S100A12 están específicamente unidas a las funciones de 

la inmunidad innata por su expresión en el citoplasma de los fagocitos. Son 

liberadas por fagocitos en respuesta a estrés celular. Algunas funciones 

extracelulares están relacionadas a los mecanismos anti-infecciosos de 

defensa del hospedero, pero la principal característica de las proteínas S100 

específicas de fagocitos es ser liberadas por estimulos pro-inflamatorios. 

S100A8 y S100A9 inducen una respuesta inflamatoria y trombogénica en 

células endoteliales humanas. Adicionalmente, inducen numerosas citocinas 

inflamatorias, así como también moléculas de adhesión, tales como: VCAM-1 

e ICAM-1. Están significativamente sobre-expresadas en el sitio de 
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inflamación y existe una fuerte correlación entre sus concentraciones en suero 

y la inflamación (36). 

 
3.3.3 Ácido Úrico 

 
El ácido úrico es un compuesto orgánico de carbono, nitrógeno, oxígeno e 

hidrógeno. Es un producto de desecho del metabolismo de nitrógeno en el 

cuerpo humano y se encuentra en la orina en pequeñas cantidades. La mayor 

parte del ácido úrico se disuelve en la sangre y viaja a los riñones, desde 

donde sale a través de la orina. Si el cuerpo produce demasiado ácido úrico o 
no lo elimina eficientemente, puede generar alteraciones en el organismo (39). 

Los altos niveles de ácido úrico en el cuerpo se denominan hiperuricemia y 

recientemente se identifico a los cristales de urato monosódico como “señales 

de peligro ó alarminas”. Éstos cristales son liberados de células muertas (27).  

En enfermedades como artritis reumatoide juvenil y gota se ha demostrado 

que el ácido úrico juega un papel importante en el desencadenamiento de 

fiebre de origen desconocido, debido a la hiperuricemia (40, 41). Se demostró 

que los mecanismos moleculares de la inflamación inducida por cristales de 

urato monosódico involucran al inflamasoma NALP3 activado por la caspasa-

1, resultando en la producción de IL-1 e IL-18 activas (29). 

 
3.3.4 HMGB-1 

 
HMGB-1 es una proteína nuclear altamente conservada que en condiciones 

normales se une al DNA. Existe en forma membranal y extracelular, interactúa 

con plasminógeno y con un activador de plasminógeno de tipo tisular. La 

HMGB-1 se produce durante el stress celular y se encuentra en el plasma. 

Actúa como una molécula de señal de peligro interna o “alarmina”. HMGB-1 es 

un mediador tardío de la sepsis, funciona como una citocina y estimula la 

liberación de numerosas citocinas pro-inflamatorias. En monocitos humanos 

se ha demostrado que desempeñan un papel importante en la respuesta a la 

lesión estéril, tal como el choque hemorrágico y la lesión por 

isquemia/reperfusión (42). HMGB1 se libera de forma activa por los 
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macrófagos, y puede tener modificaciones postraduccionales, como 

acetilación, fosforilación y metilación (43, 44). También, pueden sufrir 

modificaciones redox en cisteínas, que regulan su actividad de liberación 

(activa y pasiva), la interacción con su receptor y la señalización de eventos 

subsiguientes. La oxidación de HMGB1 se produce en las células necróticas, y 

también durante la apoptosis, que se asocia con la generación de especies 

reactivas de oxigeno (ROS) por las mitocondrias (45). Otra característica de 

HMGB1, es que al Igual que las endotoxinas bacterianas, activa los leucocitos 

a través del TLR4. Parece ser el mediador que une la apoptosis y la letalidad 

durante la sepsis (29). 

 
3.4 Mecanismos de activación del sistema inmune por 
DAMPs 

 

Las células del organismo están equipadas por un gran número de receptores 

de reconocimiento patrón, entre los que se encuentran los TLRs, los NLRs, los 

receptores tipo lectina C, y RAGE (por sus siglas en ingles receptor for 

advanced glycation endproducts), que tienen la capacidad de reconocer 

diferentes PAMPs y de manera interesante algunos DAMPs aumentando y 

activando la respuesta inflamatoria (46,47) (Figura 2). 
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Figura 2. Reconocimiento de DAMPs por diferentes PRRs. El reconocimiento de los 
DAMPs por los PRRs de manera análoga puede activar la respuesta inmune y aumentar el 
proceso de inflamación a través de la inducción de citocinas.  
 

3.4.1 Inflamasoma 
 
Los NLRs pertenecen a una familia de receptores citoplasmáticos compuesta 

de 22 miembros los cuales incluyen a los 5 receptores de la subfamilia de 

NOD, 14 miembros de la subfamilia NALP, IPAF (Factor activador de 

proteasas ICE), NAIP (Proteína inhibidora de apoptosis neuronal) y CIITA 

(Transactivador del complejo  principal de histocompatibilidad clase II). La 

familia de los NLRs tiene una composición estructural única, con un dominio 

central de unión a nucleótidos (NBS o NOD) denominado NATCH (dominio de 

oligomerización), el cual se encuentra entre un dominio N-terminal de unión a 

proteínas [CARD (dominio de reclutamiento a caspasas)], PYD (dominio 

pirina) o BIR (del inglés Baculovirus IAP repeat) y un dominio C-terminal con 

repeticiones de 22-28 residuos ricos en leucina (LRR), el cual es el dominio de 

reconocimiento del ligando (48-50). Los dominios CARD y PYD también son 

miembros de la superfamilia de muerte (DF), por sus siglas en ingles domain-

fold, que incluye a los dominios de muerte así como también a sus efectores y 
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se caracterizan por tener 6 -hélices que están altamente empaquetadas, 

ambos dominios median interacciones homofílicas entre otras moléculas 

atraídas por estos motivos (51, 52).  

Recientemente se observó que la subfamilia de los NALPs, 

pertenecientes a la superfamilia de los receptores NLR, forman un complejo 

multiproteíco de aproximadamente 700 kDa denominado inflamasoma, cuando 

interactúan con la caspasa 1 y la molécula ASC (del inglés Apoptosis-

associated Speck-like protein containing a CARD). Estos complejos proteicos 

se expresan en células del sistema inmune tales como granulocitos, 

monocitos, células dendríticas, linfocitos B y T (52). En el inflamasoma se lleva 

a cabo la activación de las caspasas inflamatorias (caspasa 1 y caspasa 5) 

que participa en la maduración de las citocinas proinflamatorias IL-1, IL-18, 

IL-33 (48, 49, 54).  
 

3.4.2 Inflamasoma NLRP2/3 
 

NLRP3 ó NALP2/3 está conformado por NALP2 ó 3 y CARDINAL (CARD 

inhibidor de ligandos que activan NF-B). El Inflamasoma NALP3 (también 

conocido como cryopyrin, NLRP3, CIASI, PYPAF1 y CLRL1) se ha visto 

distribuido en tejidos y su expresión es más restringida, se expresa 

principalmente en células mononucleares, neutrófilos, en piel y ojos (51). Entre 

los ligandos descritos para este receptor se encuentran el LPS, la 

peptidoglicana, el DNA de bacterias y virus, toxinas microbianas y en general 

bacterias (S. aureus, E. coli, L. monocytogenes) o virus (Sendai, Influenza) y 

DAMPs tales como: especies reactivas del oxígeno, ATP (vía receptores 

P2X7) etc. También se ha reportado al urato de monosódico (MSU) y dihidrato 

fosfatasa de calcio (PPD) como ligandos que pueden activar el  inflamasoma 

NLRP3. (48, 49 ,55). 
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3.5 Mecanismos moleculares de activación del 
Inflamasoma y su participación en LLA 

 

En la leucemia linfoblástica aguda (LLA) se conoce que IL-1β se produce bajo 

condiciones de infección. Sin embargo, hasta el momento no se ha descrito la 

participación y los mecanismos de activación del inflamasoma en esta y otras 

patologías. En estudios recientes de nuestro laboratorio encontramos que en 

los pacientes con LLA existe producción de IL-1β en ausencia de infecciones 

clínicamente declaradas. Se ha propuesto que el inflamasoma puede ser 

activado de manera directa o indirecta, en base a los diferentes ligandos que 

éste complejo proteico tiene; dando idea de cómo pudiera estar funcionando 

dicho complejo en la LLA. Un modelo implicado en la activación del 

inflamasoma es la activación de los receptores P2X7R, los cuales son canales 

de iones dependientes de ATP, que conducen potasio a través de la 

membrana y que a su vez pueden abrir poros de panexina 1, generando de 

esta manera especies reactivas de oxigeno, así como también altas 

concentraciones de potasio intracelular; que son detectados por el 

inflamasoma y generan la oligomerizacion de receptores NLRs y reclutamiento 

de ASC y caspasa 1 o 5 (48). En el caso de LLA se sabe que hay altas 

concentraciones de acido úrico así como otros DAMPs por lo que 

consideramos que estos DAMPs podrían estar induciendo la activación del 

inflamasoma. 
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3.6 Citocinas proinflamatorias inductoras de fiebre 
 

 3.6.1 Factor alfa de necrosis tumoral (TNF-α) 

El TNF-α fue la primera citocina identificada en la patogénesis del choque 

séptico. Desde el punto de vista estructural es una proteína entre 21.5-28 

kDa, producida principalmente por los macrófagos y tiene la capacidad de 

activar monocitos, macrófagos y neutrófilos y de inducir la producción de 

proteínas de fase aguda por medio de la IL-6 (56). 

Dos receptores diferentes en la superficie celular han sido descritos para el 

TNF- α. El tipo I tiene un peso molecular de 55 kDa y el tipo II un peso 

molecular de 75 kDa. La estimulación de esos receptores produce 

citotoxicidad, activación del factor de transcripción NF-kB así como la 

expresión de moléculas de adhesión en las células endoteliales. Ambos 

receptores también se presentan en forma soluble y conservan su afinidad por 

el TNF-α. Los receptores solubles compiten con los receptores de la superficie 

celular por la unión al TNF-α libre, este es inactivado cuando se une al 

receptor soluble. La generación de estos receptores solubles representa un 

mecanismo de respuesta antiinflamatoria (57); Numerosos estudios han 

demostrado la presencia de concentraciones elevadas de TNF-α en la sepsis 

clínica y en el choque séptico. (58, 59), y hasta la fecha no existen evidencias 

de que ésta citocina se encuentre en suero en ausencia de infección. TNF-α 

en humanos induce fiebre, escalofríos, acidosis metabólica, leucopenia, 

trombocitopenia, taquicardia e hipotensión con decremento de la resistencia 

vascular periférica. En condiciones de daño por reperfusión isquémica hay un 

incremento ésta citocina inflamatoria por el DNA mitocondrial liberado 

generando un ambiente inflamatorio importante (60). 
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3.6.2 Interleucina 1 beta (IL-1β 

La interleucina-1beta (IL-1beta) es un polipéptido de 17 kDa producido por los 

fagocitos mononucleares y los neutrófilos. Actualmente a la IL-1β y al TNF-α 

se les reconoce un papel protagónico en la cascada de citocinas que se 

liberan en la sepsis. La mayoría de los efectos biológicos que induce el TNF-α 

son también reproducibles con la IL-1β. La liberación de IL-1β se incrementa 

en los modelos experimentales de sepsis y choque séptico, tanto en animales 

como en humanos (58), y estos niveles elevados de ambas citocinas se 

correlacionan también con una mortalidad elevada. Al igual que sucede con la 

endotoxina, la administración de TNF-α a humanos y animales se acompaña 

de concentraciones circulantes incrementadas de IL-1β (61). Las 

concentraciones elevadas de IL-1β se han observado en pacientes con sepsis 

meningocóccica y esto se ha correlacionado con la severidad de la 

meningococcemia, el choque séptico y la muerte (62). 

3.6.2 Interleucina-6 (IL-6)  

La IL-6 es una proteína de 21 kDa producida por los monocitos activados, 

macrófagos, células endoteliales, fibroblastos y linfocitos B y T activados. 

Cuando esta citocina se administra a los animales produce síntomas clínicos 

ligeros (fiebre y escalofríos), pero estos no se acompañan de las alteraciones 

hemodinámicas ni la toxicidad observada con el TNF-α y la IL-1β.  

La IL-6 no activa a las células endoteliales pero en la presencia de su receptor 

soluble, que se encuentra en el plasma, induce quimiocinas como la proteína 

quimioatrayente de monocitos (MCP-1) y la IL-8 que estimulan el 

reclutamiento de los neutrófilos (63). También en modelos experimentales de 

isquemia-reperfusión inducida en ratones se han detectado efectos nocivos 

de la IL-6. Estos efectos adversos que produce la IL-6, pueden ser la 

explicación de por qué muchos investigadores han señalado que los niveles 

circulantes elevados de esta citocina, se correlacionan con la severidad de la 
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sepsis y el pronóstico de muerte en los pacientes; muchos consideran a la IL-

6 como una citocina proinflamatoria (56, 63). 

La mayoría de las actividades de la IL-6 están asociadas con el control de la 

inflamación como resultado de su capacidad potente de inducir la producción 

de proteínas de fase aguda por el hígado (64) las cuales, son esencialmente 

protectoras y limitan el proceso inflamatorio a través de su actividad 

antiproteasa y su capacidad de secuestrar. La IL-6 también libera el 

antagonista del receptor de la IL-1β y en ese contexto, es interesante destacar 

que éste ha sido identificado recientemente como un producto de los 

hepatocitos y regulado por las citocinas proinflamatorias, al igual que las 

proteínas de fase aguda (PFA), como la proteína C reactiva, la alfa1 anti 

tripsina y la glicoproteína ácida alfa1, entre otras. por lo cual al antagonista del 

receptor de la IL -1β se le considera hoy día también como una PFA (65). Las 

PFA protegen contra la endotoxina meningocóccica e inclusive pueden reducir 

la letalidad del TNF-α. Además, la IL-6 puede producir resorción ósea, atrofia 

muscular, anemia y puede estimular a los neutrófilos para la producción del 

factor activador de las plaquetas (FAP) y del anión superóxido.  

3.7 Muerte celular en neutrófilos  
 

Los neutrófilos, también denominados micrófagos o polimorfonucleares 

(PMN), son el tipo de leucocito más abundante en sangre periférica en el ser 

humano, constituyendo del 40 al 70% de los en condiciones normales (66). 

Los neutrófilos al igual que los macrófagos y monocitos, son participes de la 

aparición, progresión y resolución de la inflamación, (67). Son la primera línea 

de defensa del sistema inmune; se caracterizan por su capacidad 

antimicrobiana y antifúngica otorgada por sus componentes celulares; como 

péptidos antimicrobianos y enzimas proteolíticas especificas de neutrófilos. 

Actualmente se sabe que las proteasas derivadas de los neutrófilos pueden 

activar a diferentes citocinas, como la familia de IL-1 e IL-36 para dar inicio al 

proceso inflamatorio (68).  
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Los procesos de muerte que se conocen hasta el momento que llevan a cabo 

los neutrófilos son la apoptosis, la necrosis y especialmente la NETosis, la 

cual es una forma especial de la muerte ejecutada por los neutrófilos, en el 

que la cromatina nuclear  las histonas, y proteínas antimicrobianas son 

liberadas de la célula, formando lo que conocemoscomo trampas 

extracelulares de neutrófilos (NETs). La NETosis se induce por estímulos 

tales como los agentes patógenos y especies reactivas de oxígeno (ROS), sin 

embargo las citocinas IFN- α, IL- 8, IL-1β, PAF, y TNF- α también pueden 

inducirla (69, 70). 
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
Los cuadros de neutropenia y fiebre representan la complicación más común 

en el tratamiento de los pacientes con LLA. La morbilidad de estos pacientes 

es elevada, el costo del tratamiento es alto y se disminuye la calidad de vida, 

retrasando la aplicación de la quimioterapia y aumentando el riesgo de tener 

una respuesta inflamatoria sistémica. Lo que representa un problema grave 

en el grupo de niños que padecen la neoplasia más común en la infancia. En 

estos pacientes está indicado suspender la quimioterapia y utilizar antibióticos 

y anti-fúngicos de manera empírica, para prevenir complicaciones graves. Sin 

embargo, en estos pacientes hasta en un 60-70 % de los casos no hay foco 

infeccioso evidente, por lo que es necesario determinar los factores que 

desencadenan la fiebre, en ausencia de microorganismo infecciosos y el 

mecanismo mediante el cual se genera la neutropenia. 

 
5. JUSTIFICACIÓN 
 

Los factores que desencadenan la neutropenia y fiebre en los pacientes con 

LLA, aún no se han determinado claramente. La identificación de patrones 

moleculares asociados a daño, denominados también “alarminas” o ligandos 

endógenos de los PRR, que pueden generar una respuesta inflamatoria en 

los niños con LLA, causando fiebre y neutropenia, es muy importante, ya que 

permitirá establecer el riesgo de los pacientes a desarrollar una respuesta 

inflamatoria sistémica en ausencia de agentes infecciosos. Lo cual puede 

ayudar a mediano o largo plazo a tomar medidas oportunas para disminuir el 

retraso en la aplicación de la quimioterapia, mejorando la supervivencia.  
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6. HIPOTESIS  
 

 Los patrones moleculares asociados a daño (DAMPs) participarán en la 

generación de los cuadros de fiebre en la leucemia linfoblástica aguda y la 

neutropenia estará asociada a mayor muerte celular. 

 

7. OBJETIVOS  
 

Objetivo General  
Identificar los Patrones Moleculares Asociados a Daño (DAMPs) que estén 

involucrados en el desarrollo de los cuadros de fiebre de niños con leucemia 

linfoblástica aguda y determinar los mecanismos de muerte celular de los 

neutrófilos. 

 
Objetivos Particulares 

 Determinar la concentración de citocinas pro-inflamatorias 

asociadas a fiebre (IL-1, TNF-α e IL-6) en el suero de los 

pacientes pediátricos con LLA. 

 Determinar la concentración de citocinas y quimiocinas 

involucradas en el proceso inflamatorio (IFN IL-10, IL8, MCP-1, 

IL-17, IL-4, IL-12, IL-2, TGF) en suero de pacientes pediátricos 

con LLA.  

 Determinar la concentración de DAMPs (HMGB1, Hsp27, Hsp60, 

Hsp70, Hsp90, proteínas S100 y ácido úrico) en pacientes 

pediátricos con LLA y su asociación con los cuadros de fiebre.  

 Evaluar la participación del inflamasoma en la producción de la 

IL-1, en muestras de pacientes con LLA, y en líneas celulares 

de leucemia. 

 Determinar los mecanismos de muerte celular de los neutrófilos. 
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8. DISEÑO DEL ESTUDIO 
 
Estudio transversal de casos y controles. 
 

 
Criterios de inclusión para casos: 
 

 Cualquier género 

 Menores de 18 años 

 Pacientes que acudan al HIMFG ó al HM a partir del 2011 y cuyo 

diagnóstico sea de LLA. 

 Que acepten participar en el estudio 

 

Criterios de inclusión para controles 
 Cualquier género 

 Menores de 18 años 

 Pacientes no oncológicos que acudan al HIMFG a partir del 201?? a 

estudios preoperatorios para corrección Ortopédica u Oftalmológica. 

 Que acepten participar en el estudio 

 
Criterios de exclusión para casos y controles: 

 
 Pacientes que hayan recibido tratamiento con quimioterapia o 

radioterapia 

 Pacientes con inmunodeficiencias primarias o secundarias. 

 Pacientes con infecciones pre-existentes 

 

 

 

 

 



25 

 

 

 

9. METODOLOGÍA 
 

9.1 Población de estudio 
 

Se incluyeron pacientes con LLA del Hospital Infantil de México Federico 

Gómez y del Hospital Pediátrico Moctezuma en la Ciudad de México. El 

protocolo de Investigación fue aprobado por los Comités de Ética de ambas 

instituciones. El estudio se realizó en el HIMFG e incluyó a 99 niños con LLA 

(recién diagnóstico) del Departamento de Oncología de los dos hospitales, y 

48 pacientes no oncológicos (controles) de los departamentos de Ortopedia y 

Oftalmología del Hospital Infantil de México Federico Gómez que acudieron a 

consulta y/o análisis preoperatorio.  

Se confirmo que los pacientes incluidos en el presente estudio no tuvieran 

ningún tratamiento ó infección al diagnóstico, esto se confirmó mediante la 

revisión detallada de sus expedientes; confirmando que las muestras de 

pacientes con LLA fueran negativas para todas las pruebas microbiológicas de 

sangre, orina y líquido cefalorraquídeo (LCR) mediante cultivo ó PCR, durante 

un periodo de al menos un mes como tiempo mínimo para observar que no 

desarrollaran ninguna prueba positiva a microorganismo infeccioso. 

9.2 Obtención y conservación de la muestra biológica.  
 

Se tomó una muestra de sangre venosa periférica en tubos con y sin 

anticoagulante (BD Vacutainer®) a pacientes recién diagnosticados con LLA y 

antes de cualquier tratamiento y a pacientes no oncológicos (controles) 

incluidos en el estudio. El suero de los pacientes se obtuvo mediante 

centrifugación del tubo sin anticoagulante a 1,500 rpm por 10 min, la fase 
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sérica se recolecto en alícuotas de 500 µl en tubos eppendorf y se almacenó a 

-70° C hasta su utilización. 

La muestra de sangre periférica obtenida con anticoagulante, se utilizó 

para separar células mononucleares totales (MN) y polimorfonucleares (PMN) 

mediante gradiente de densidad con Limphoprep™ (Nycomed, Oslo, Norway). 

Brevemente, la sangre se diluyó en una proporción 1:2 con solución salina 

estéril (NaCl al 0.9%) y se depositó en tubos cónicos de 15 mL estériles y 

libres de pirógenos, en una proporción 1:3 con Lymphoprep (Nycomed, Oslo, 

Norway). Se centrifugó a 1,500 rpm durante 30 min a temperatura ambiente, 

con desaceleración y aceleración mínima. 

La fase correspondiente a los polimorfonucleares y eritrocitos, se lavo 

con solución de lisis (NH4Cl 155 mM, NaHCO3 10 mM y EDTA 0.1 mM) dos 

veces, a una velocidad de 1,200 rpm por 10 min, para la eliminar los 

eritrocitos. Finalmente, se realizó un lavado adicional con solución salina, 

seguido de una centrifugación a 1,200 rpm durante 5 min a temperatura 

ambiente. 

9.3 Determinación de mediadores inflamatorios: citocinas, 
quimiocinas, en leucemia linfoblástica aguda. 

 

A partir del suero de los pacientes con LLA y de los controles (pacientes no 

oncológicos), se determinaron las concentraciones de los siguientes 

mediadores inflamatorios: IL-1, TNFIL-6, IFN IL-10, IL8, MCP-1, IL-17, 

IL-4, IL-12, IL-2, TGF mediante ensayo inmunoenzimático (ELISA) o 

mediante Ensayo Multiple de Proteínas (xMAP), empleando kits comerciales y 
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siguiendo las instrucciones del fabricante (ELISAset, cat.559119, 

BDPharminge; HCYTOMAG-60K, Milliplex Human Cytokine USA).  

9.4 Determinación de DAMPs: Proteínas de choque térmico (HSPs), 
S100A8, ácido úrico y HMGB1 en leucemia linfoblástica aguda.  

 
Se cuantifico la concentración de las proteínas HSP27(Total), 

HSP(ps78/Ps82), HSP60, HSP70 (HSP72) y HSP90, mediante el análisis 

múltiple de proteínas (xMAP), siguiendo las instrucciones del fabricante (5-

Plex Heat Shock Protein,48-615MAG, USA). La determinación de la 

concentración de S100A8 y HMGB1 se realizó mediante ELISA (MBS701378, 

ENZO, USA). Las determinaciones se realizaron por duplicado. 

 
9.5 Expresión del inflamasoma NLRP3 en las líneas celulares RS4 y 
Reh. 
 

9.5.1Cultivo y activación de células leucémicas. 
 

Las células RS4;115 (ATCC® CRL-1873™) y Reh6 (ATCC® CRL-8286™) 

fueron cultivadas en botellas de 25 cm2 con medio de cultivo RPMI 1640 

(Gibco BRL, Life Technologies) complementado con 5,000 U/mL de penicilina-

estreptomicina y 5% de suero fetal bovino (SFB, Gibco BRL, Life 

Technologies) hasta confluencia del 80%. Se analizó la viabilidad celular 

mediante la tinción con azul tripán; posteriormente, se sembraron las líneas 

celulares RS4 y Reh en placas de cultivo de 12 pozos a una densidad de 

1x106 células/mL en medio). Las células se incubaron a 37ºC en un ambiente 
                                                         
5 RS4: Línea celular humana derivada de médula ósea de un paciente con leucemia linfoblástica aguda 
con morfología linfoblástica (ATCC) 
6 Reh: Línea celular humana derivada de sangre periférica de un paciente con leucemia linfoblástica 
aguda con morfología linfoblástica (ATCC). 
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de 5% de CO2 y 5% de humedad. Las células posteriormente fueron 

estimuladas con LPS (Escherichia coli 0111: B4) a las concentraciones de 10, 

100 y 200 ng/ml por 18 horas. 

9.5.2 Separación de proteínas por electroforesis. 
 

Al termino de cada tiempo de incubación las células estimuladas fueron 

lisadas con la solución de lisis 10X (Cell Signaling) complementado con los 

inhibidores de proteasas DTT 200mM y PMFS 100mM. El lisado fue 

centrifugado a 14,000 g por 10min a 4°C, se guardó el sobrenadante y las 

proteínas fueron cuantificadas por medio el método de Bradford con el reactivo 

Protein Assay (Coomassie® Brilliant Blue G-250, Bio-Rad, USA). 

Posteriormente las muestras obtenidas se guardaron a –80°C hasta su futuro 

análisis por Western-Blot.  

 Una vez separadas las proteínas por su peso molecular, se transfirieron del 

gel de acrilamida a una membrana de polivinilideno (PVDF por sus siglas en 

ingles) mediante transferencia húmeda. La detección de nlrp3, ASC y Caspasa 

1 se realizó con el anticuerpo primario hecho en ratón anti- humano NLRP3 

(ALX-804-818, Enzo Life Sciences, San Diego, CA), el anticuerpo hecho en 

conejo anti- humano ASC (SC-30153, Santa Cruz Biotechnology, CA) y el 

anticuerpo monoclonal hecho en ratón anti-humano Caspasa-1 (210-804-

C100, Enzo Life Sciences, San Diego) durante 24 h a 4° C. Posteriormente se 

añadió el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de acuerdo a cada 

anticuerpo primario (Santa Cruz Biotechnology ,USA, CA). 

La detección de las proteínas de interés se realizó mediante 

quimioluminiscencia. Las membranas una vez incubadas con los anticuerpos, 
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se incubaron con luminol (sc-2048, Santa Cruz Biotechnology, USA, CA). 

Como controles se utilizaron lisados de la línea celular pre-monocitica THP-17. 

 
9.5.3 Determinación de los componentes del inflamasoma 
NLRP3 por Inmunofluorescencia. 

 

Las células mononucleares y polimorfonucleares obtenidas de pacientes con 

LLA y controles se colocaron en portaobjetos mediante la técnica de goteo a 

una densidad de 1x104 células y se fijaron con formaldehido al 4% por 20 min. 

Una vez fijadas las laminillas fueron hidratadas con PBS 1X durante 10 min, al 

momento de la inmunotinción. La inespecifidad fue reducida empleando 

bloqueador universal (Biogenex, EEUU) y entre cada incubación se realizaron 

lavados con PBS 1X-tween. El anticuerpo primario anti-ASC se incubó a la 

concentración de 1:500 durante 3 h en una cámara humedad. Una vez 

transcurrido el tiempo de incubación, se lavó y se empleó anti-especie 

acoplado a Alexa 488, como anticuerpo secundario. Posterior a los lavados, se 

incubó el anti-NALP3 (1:400) ó anti-Caspasa1 (1:200), según el caso. Los 

segundos anticuerpos primarios fueron reconocidos con el anti-especie 

acoplado a Alexa 594. Los núcleos fueron diferenciados con DRAQ7 

(BioStatus, EEUU). Finalmente, se empleó PBS-glicerol como medio de 

montaje y se guardaron a -4 °C hasta su análisis en el microscopio confocal. 

Las muestras fueron analizadas en un microscopio confocal (Zeiss, Jena, 

Germany); Cada micrografia fue capturada usando un objetivo de 40X, zoom 

de 1.5, y los laser 488nm y 630 nm.  
                                                         
7 THP: Línea celular humana derivada de sangre periférica con morfología monocitica (ATCC) 
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9.6 Determinación de los mecanismos de muerte celular de los 
neutrófilos de pacientes con LLA. 

 
9.6.1 Determinación de apoptosis y/o necrosis de neutrófilos 
de pacientes con LLA.  

 

Se analizó la muerte celular de neutrófilos de pacientes por apoptosis y/o 

necrosis mediante citometría de flujo, empleando un anticuerpo anti-CD16b 

conjugado con ficoeritrina (APC) como marcador específico de los neutrófilos y 

anexina-ioduro de propidio para determinar el tipo de muerte celular. Se 

incubó 10 minutos y se hicieron las lecturas en el citómetro de flujo FACS scan 

Aria. Adicionalmente se evaluó la muerte celular mediante el kit de detección 

de Annexin V & muerte celular (Muse™ MCH100105, EDM Millipore) de 

acuerdo a las indicaciones del fabricante. 

 
9.6.2 Determinación de apoptosis por el método de TUNEL. 

 

Se obtuvó células polimorfonucleares de pacientes con LLA y pacientes no 

oncológicos (controles); se prepararon laminillas por el método de goteo, 

posteriormente, se fijaron con formalina al 4% por 20 min a 4 °C. Una vez 

fijadas las laminillas se lavaron con PBS 1X, para proceder a realizar la 

medición de DNA fragmentado de cada uno de los grupos, para lo cual las 

laminillas se incubaron con citrato de sodio por 20 min a  0 °C y se bloqueo la 

actividad de peroxidasa endógena con metanol y peróxido de hidrogeno al 3% 

por 15 min. Posteriormente, se bloqueó la unión no específica de los 

anticuerpos a las células, incubando las muestras con suero normal de cerdo 

al 2% durante 2 h en agitación en cámara húmeda. Se incubo por 1h en 

condiciones de obscuridad a 37°C con nucleótidos dUDP marcados con 

transferasa desoxinucleótido terminal. Se adiciono el sustrato cromógeno 
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denominado Diamino benzidina durante el tiempo necesario de cada marcador 

con respecto al control negativo. Se detuvo la reacción con agua y se 

contratiño con hematoxilina. Las muestras, se deshidrataron bajo las 

siguientes condiciones: agua destilada, etanol al 70%, etanol al 90%, etanol al 

100% y xilenos en baños de 2 minutos cada uno. Finalmente, las 

preparaciones se cubrieron con resina y se dejaron secar a temperatura 

ambiente. 

9.6.3 Determinación de muerte celular por activación de 
Caspasas. 

 

Una vez obtenidos los polimorfonucleares y mononucleares totales de 

pacientes y controles, se contó y observó la viabilidad mediante azul tripan 

(0,4% (p/v), Sigma). Una densidad de 25 x103 células fueron  utilizadas para la 

determinación de la activación de caspasas 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 así como de 

la permeabilidad de la membrana  mediante el kit Multicaspasa (Muse™ 

MCH100109, EDM Millipore) de acuerdo a las indicaciones del fabricante. 

 
9.6.4 Determinación de muerte celular por autofagia  

 
Para la determinación de la presencia de vacuolas autofágicas/lisosomales se 

determino la fluorescencia de monodansilcadaverina (MDC) en pacientes con 

LLA y controles. Para lo cual, se utilizó una densidad 1 x106 células teñidas 

con el kit Cyto-ID® Autophagy Detection (Enzo-51031-K200, Enzo Life 

Scienses) por 30 min. Posteriormente se lavaron dos veces de acuerdo a las 

indicaciones del fabricante y se prepararon laminillas cargadas y laminillas con 

poly-L-lisina con 1x104  células, se fijaron con formaldehido al 4% por 20 min y 
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se lavaron dos veces, por último se montaron las laminillas y se guardaron a 4 

°C hasta su análisis en el microscopio confocal (Leica TSC8). 

9.7 Análisis estadístico 
 

Las determinaciones de todos los mediadores inflamatorios y de los DAMPs 

se realizaron por duplicado. Los resultados de los pacientes con LLA se 

compararon con un grupo control aplicando la prueba U de Mann-Whitney 

utilizando el paquete estadístico IBM SSPS (paquete estadístico para ciencias 

sociales, Inc. Versión 22.0, Chicago IL, USA). Los resultados se graficaron con 

el programa Graph Pad Prism 5. Los resultados de los pacientes con LLA y 

fiebre fueron comparados con los de LLA y no fiebre mediante la prueba U de 

Mann-Whitney. 

En las micrografías obtenidas de pacientes con LLA y de controles en el 

microscopio confocal (Zeiss, Jena, Germany), se evaluó la intensidad media 

de fluorescencia (MIF) y el porcentaje de colocalización de cada una de las 

células presentes en 5 campos elegidos al azar para cada caso. 

. 
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10. RESULTADOS 
 

Para la determinación de las citocinas y DAMPs involucrados en la leucemia, 

así como en los cuadros de neutropenia y fiebre, se incluyeron 99 pacientes 

cuyo diagnostico fue LLA, considerando los criterios de inclusión y exclusión 

previamente mencionados. Los datos demográficos que se muestran en la 

Tabla 1 corresponden a 39 pacientes con LLA del Hospital Infantil de México 

Federico Gómez (HIMFG) y 60 pacientes del al Hospital Pediátrico 

Moctezuma. Así también incluye 48 pacientes no oncológicos del HIMFG.  

Observamos que la LLA fue más frecuente en los niños (64%), que en las 

niñas (36%) y la edad promedio fue de 7.5 años. Debido a que la edad de los 

niños con LLA fue desde menos de un año hasta 17, se consideró conveniente 

determinar la frecuencia de la LLA por etapas de 5 años, observando que fue 

más frecuente en los niños de 1 a 5 años (Tabla 2).  

La LLA fue clasificada en base a la célula progenitora que las originó. Así, el 

inmunofenotipo más frecuente fue el B con un 66.7 % seguido del T con 14.6 

% y un 3.1 % representa a las células precursoras ó población blástica que 

coexpresa silmultaneamente marcadores antigénicos mieloides y linfoides 

(Tabla 1 y Figura3). En el 16% de los pacientes no pudo clasificarse la LLA,  

debido a que 15 pacientes no fueron clasificables por la expresión de sus 

marcadores de superficie y de 3 pacientes no se obtuvo el dato. Por otro lado, 

el 34.3 % de los pacientes con LLA presentó fiebre al diagnostico y de éstos 

solo el 50 % presentó neutropenia (17 pacientes de 34) (Tabla 1 y Figura 4). 
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Tabla 1. Características demográficas del grupo de estudio. 
  

LLA 
 

PACIENTE NO 
ONCOLOGICOS 

 
 

N 
 

99 
 

48 
 

Genero F/M 
 

40/59 
 

23/25 
 

Edad (años) 
 

7.5 (0.25-17) 
 

9.14 (5-17) 
 

Diagnóstico o Servicio 
 

 
Leucemia linfoblástica 

aguda 

 
Oftalmología 

Ortopedia 

Clasificación 
inmunológica 

Linaje B = 64 
Linaje T = 14 

Bifenotípica = 3 
No clasificable = 18 

 

 

Fiebre                      34 
 

 

Fiebre y neutropenia          17 
 

 

 
 
 
 
 
Tabla 2. Frecuencia de LLA por grupos de edad de la población de estudio  

Grupos de edad            Frecuencia   
LLA Control Porcentaje 

 
Menores de 1 año 

 
3 

 
0 

 
2.0 

1 a 5 años 40 13 36.0 

6 a 10 años 22 12 29.2 

11 a 15 años 29 13 28.6 

Más de 15 años 2 4 4.1 
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Figura 3. Inmunofenotipos de pacientes con LLA. Representación gráfica de los 
porcentajes de los inmunofenotipo en el grupo con LLA. Fenotipo de células precursoras B en 
azul, precursora de tipo T en rojo, precursoras bifenotípicas en verde y no clasificables en 
morado. 

 
Figura 4. Frecuencia de pacientes con Fiebre y Neutropenia al diagnostico sin infección 
aparente. 34% de los pacientes con LLA presentaron fiebre de los cuales el 50 % presentaron 
también neutropenia. 
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10.1 Concentración de las citocinas inductoras de fiebre (IL-
1β, TNF-α, IL-6) y asociación con la fiebre de los pacientes con 
LLA al diagnostico sin infección aparente. 
 
Las principales citocinas involucradas en el desencadenamiento de la fiebre 

son IL-1β, IL-6 y TNF-α, por lo que se comparó la concentración en estas 

citocinas en el grupo con LLA que presentaron fiebre (n=34) con respecto al 

grupo que no presentó fiebre (n=65) al momento de su diagnóstico. Las 

concentraciones de IL-1β en el grupo control y en el grupo con LLA fueron 

similares (mediana de 3.2 pg/ml vs. 3.2 pg/ml). Así también, las de TNF-α 

(mediana 73.2 pg/ml vs. 61.9 pg/ml) y las de IL-6 (mediana 8.8 pg/ml vs 8.5 

pg/ml). Se observó una gran dispersión de los datos en ambos grupos (Figura 

5). 

 
 

 
 

 
 
 

 

 
 

Figura 5. Concentración de 
citocinas séricas asociadas a 
fiebre en pacientes con LLA. 
Concentración sérica IL-1β, TNF-α 
e IL-6 en pacientes con LLA sin 
fiebre y con fiebre evaluadas 
mediante xMAP. Cada punto ( ) en 
los grupos analizados corresponde 
al resultado promedio de cada uno 
de los pacientes incluidos. Prueba 
de U de Mann-Whitney.  

Sin  Fiebre Con Fiebre
-20

0

20

40

200

400

600

LLA

IL
-1


 p
g/

m
l

Sin Fiebre Con Fiebre

0

50

100

200

400

600

LLA

IL
-6

 p
g/

m
l

C 
 



37 

 

 

 

10.2 Perfil de citocinas y quimiocinas proinflamatorias en 
pacientes con LLA al diagnostico sin infección clínica 
aparente. 
 
Con la finalidad de determinar cuál era el estado inflamatorio de los pacientes 

con LLA, sin infección clínicamente aparente al diagnostico, se determino la 

concentración de las principales citocinas y quimiocinas que participan en el 

proceso pro-inflamatorio tales como: IL-1TNFIL-6, IL-8, y MCP-, IL-12, IL-

13, en 99 sueros de pacientes con LLA y 48 sueros de niños no oncológicos. 

Los resultados se muestran en las Figura 6 y 7. La integración de los 

resultados en citocinas se encuentra en la Figura 12. 

10.2.1 Concentración de citocinas pro-inflamatorias inductoras de 
fiebre en pacientes con LLA y en controles. 
 

 Se observó una gran dispersión de los valores en ambos grupos, siendo 

mayor en el grupo con LLA. La concentración de IL-1β entre el grupo con LLA 

y el grupo control no fue estadísticamente diferente, las medianas de la 

concentración fueron de 3.2 pg/ml vs 3.2 pg/ml (Figura 6A). La mediana de 

TNF- en el grupo control fue de 13.6 pg/ml (1.7–211.6 pg/ml), mientras que la 

mediana en el grupo con LLA fue 65.4 pg/ml (1.2–496.0pg/ml), p<0.0001 

(Figure 6B). La mediana de IL-6 para el grupo control fue de 3.2 pg/ml (0.0–

87.9 pg/ml) y 8.8 pg/ml (0.0–615.0 pg/ml) en el grupo con LLA, p=0.001 

(Figura 6C). 
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Figura 6. Incremento de citocinas serícas pro-inflamatorias en pacientes con LLA. 
Concentración sérica de IL-1β, TNF-α (***p<0.0001) e IL-6 (***p=0.001) en pacientes con LLA 
determinadas por xMAP. Prueba de U de Mann-Whitney. Cada punto en el grupo control ( ) y 
en el con LLA ( ) corresponde al resultado promedio de cada uno de los pacientes incluidos. 
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Las concentraciones de IL-8 fueron significativamente mayores en el grupo 

con LLA (mediana, 78.8 pg/ml, rango, 8.1-24,9 pg/ml) que en el grupo control 

(mediana, 13.0 pg/ml, rango, 2.9-522.0 pg/ml) (Figura 7A). Las 

concentraciones de MCP-1 también fueron mayores en el grupo con LLA 

(mediana 1,090 pg/ml, rango, 4.3-4,382.0 pg/ml) que en el grupo control 

(mediana, 381.0 pg/ml, rango3.9 a 2,001.0 pg/ml) (Figura 7B). Ambas 

quimiocinas tuvieron diferencia estadísticamente significativa con una 

p≤0.0001. 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Incremento de quimiocinas en pacientes con LLA. Concentraciones séricas de 
IL-8 y MCP-1 en el grupo control y en el grupo de pacientes con LLA, determinados por 
xMAP.. ***p≤0.0001. Cada punto en el grupo control ( ) y en el de LLA (  ) corresponde al 
resultado promedio de cada uno de los pacientes incluidos. 
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10.3 Citocinas séricas tipo Th1 y Th2 en pacientes con LLA al 
diagnóstico, sin infección clínica aparente. 

 

Se analizaron citocinas séricas tipo Th1, tales como: IFN-, IL-12, e IL-2 

(Figura 8). Las concentraciones séricas de IFN- e IL-12 fueron 

significativamente mayores en los pacientes con LLA que en los pacientes 

del grupo control (IFN- en LLA: mediana, 14.4 pg/ml; rango, 0.0 a 454.0 pg 

/ml; IFN  en los controles: mediana, 6.5 pg/ml; rango, 0.38 a 119.9 pg/ml 

(Figura 8A); IL-12 en LLA: mediana, 3.3 pg/ml, rango, 0.0 a 175.0 pg/ml; IL-

12 en los controles: la mediana, 2.63 pg/ml, rango, 0.0 a 70.6 pg/ml) (Figura 

8B). Las concentraciones de IL-2 en pacientes con LLA fueron las 

siguientes: mediana, 3.2 pg/ml, rango, 0.0-83.1 pg/ml y en los controles, 

mediana, 3.05 pg/ml, rango, 0.0 a 13.6 pg/ml la diferencia no fue 

significativa (Figura 8C).  

Se determinó la concentración de citocinas Th2, tales como: IL-4 e IL-13. La 

concentración de IL-4 en pacientes con LLA no fue significativamente 

diferente a la del grupo control, con medianas de 3.2 pg/ml (0.0-259 pg/ml) 

en el grupo con LLA y 3.2 pg/ml (0.0-422.7 pg/ml) en el grupo control 

(Figura 9A). Las concentraciones de IL-13 en pacientes con LLA también 

fueron similares al grupo control (mediana, 3.20 pg/ml vs 3.2 pg/ml; con un 

rango en pacientes con LLA de 0.0 a 547.0 pg/ml, sólo tres pacientes con 

>100 pg/ml; rango en el grupo control, de 1.9 a 110.9 pg/ml) (Figura 9B).  
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Figure 8. Incremento de citocinas tipo Th1 en pacientes con LLA. Concentración sérica de 
IFN-γ, IL-12 e IL-2 en el grupo control y pacientes con LLA. Determinación por xMAP. *p=0.04; 
**p=0.004. Prueba U de Mann-Whitney. Cada punto en el grupo control ( ) y en el grupo con 
LLA (  ) corresponde al resultado promedio de cada uno de los pacientes incluidos. 
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Figura 9. Citocinas tipo Th2 en pacientes con LLA. Concentraciones séricas de IL-4 e 
IL-13 en el grupo control y en pacientes con LLA. Determinación por xMAP. Prueba de U 
de Mann-Whitney. Cada punto en el grupo control ( ) y en el de LLA (  ) corresponde al 
resultado promedio de cada uno de los pacientes incluidos. 
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10.4 Citocinas inmunoreguladoras en pacientes con LLA al 
diagnostico, sin infección clínica aparente. 

 
La concentración sérica de IL-10 fué mayor en los pacientes con LLA que 

en el grupo control, con una mediana de 91.8 para el grupo con LLA y 

de5.1 pg/ml para el grupo control (rango 2.5 a 3,209.0 pg/ml para LLA vs 

0.0 a 73.6 pg/ml para el grupo control) (Figura 10A). La concentración de 

IL-17 en el grupo con LLA fue de 3.2 pg/ml (rango, 0.0 a 139.3 pg/ml y en 

el grupo control la mediana también fue 3.2 pg/ml pero con un rango de 0.0 

a 75.8 pg/ml (Figura 10B), no hubo diferencias significativas entre los dos 

grupos. Sin embargo, la concentración de TGF- fue menor en el grupo de 

pacientes con LLA que en el grupo control (mediana, 1,438 pg/ml vs 4,407 

pg/ml; rango de 0.0 a 33,777 vs 0.0-29,507 pg/ml) (Figura 10C). 
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Figura 10. Incremento de citocinas reguladoras en pacientes con LLA. 
Concentraciones séricas de IL-10, IL-17 y TGF-β, en el grupo control y en pacientes con 
LLA. Determinadas por xMAP ó ELISA (TGF-β), ***p<0.0001. Prueba U de Mann-Whitney. 
Cada punto en el grupo control ( ) y en el grupo con LLA (  ) corresponde al resultado 
promedio de cada uno de los pacientes incluidos. 
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10.5 Citocinas inflamatorias asociadas a la fiebre de pacientes 
con LLA. 
 
Mediante curvas ROC se determinó el valor de corte para la concentración de 

cada citocina inflamatoria previamente evaluada (Figura 11). Los valores de 

corte permiten establecer a partir de que concentración se puede considerar 

elevada  la citocina. Los valores de corte obtenidos pueden verse en la Tabla 

3. Con estos valores se hicieron los análisis de asociación de las diferentes 

citocinas inflamatorias con la fiebre, para lo cual se calculó la razón de 

momios, por sus siglas en ingles Odds ratio (OR), encontrando asociación de 

riesgo con IL-6, TNF- α, IL-10 e IL-8 (Tabla 4) y una asociación de protección 

con TGF-β. 

 

Figura 11. Graficas ROC de citocinas. A. Curva ROC correspondiente a IL-β (línea negra), 
B. Curvas ROC correspondientes a las citocinas IL-6 (línea azul), TNF-α (línea verde), IL-10 
(línea café), IL-8 (línea morada) y TGF-β (línea amarilla). Análisis de datos mediante SPSS 
22.0. 

A B 



46 

 

 

 

                Tabla 3. Valores de corte de citocinas. 
      Citocina Área bajo la curva  Valor de corte 

IL-1β 0.457 3.135 

IL-6 0.591 6.235 

TNF-α 0.663 47.335 

IL-10 0.724 49.630 

IL-8 0.636 42.000 

TGF-β 0.382 1492 

 
 
Tabla 4. Odd Ratio y valores de significancia para presentar fiebre en pacientes 
con LLA, sin infección clínica aparente. 

Citocina OR IC 95% P 

IL-1β 0.93 0.47-1.87 0.86 

IL-6 2.8 1.37-5.74 0.005 

TNF-α 15.05 5.46-41.42 0.000* 

IL-10 3.2 9.49-5.74 0.000* 

IL-8 4.92 2.30-5.74 0.000* 

TGF-β 0.17 0.07-0.40 0.000 
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Tabla 5. Sensibilidad y Especificidad estimadas para cada citocina como prueba 

diagnóstica para fiebre sin infección aparente.  
Citocina Sensibilidad Especificidad VPP VPN 

IL-1β 0.55 0.44 0.67 0.32 

IL-6 0.61 0.65 0.78 0.44 

IL-10 0.69 0.94 0.96 0.59 

TNF-α 0.64 .90 .93 .54 

IL-8 0.65 0.73 0.83 0.50 

TGF-β 0.43 0.19 0.52 0.14 

VPN= Predictivo positivo negativo 
VPP=Valor predictivo positivo 
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Figura 12. Desregulación en el balance de citocinas séricas en pacientes con LLA sin 
infección clínica aparente. Representación esquemática de la fuerte respuesta inflamatoria, 
polarización en la respuesta tipo Th1 y producción alterada de citocinas reguladoras en 
pacientes con LLA y al diagnóstico de la enfermedad sin infección aparente. A nivel sistémico 
los pacientes con LLA sin infección, cursan con una respuesta inflamatoria importante, con 
elevada concentración en suero de citocinas proinflamatorias y Th1. Además de un 
incremento de la citocina inmunosupresora, IL-10 y una disminución importante de la citocina 
inmunoreguladora TGF-β. 
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10.6 Concentración de DAMPs en pacientes con LLA 
 
En el presente estudio se determinó la concentración de moléculas solubles 

denominadas DAMPs, como posibles activadores de la respuesta inmune 

presente en los pacientes con LLA, sin infección aparente. Los DAMPs que se 

evaluaron fueron las siguientes: Hsp27, 60, 70 y 90, S100A8, acido úrico y 

HMGB1.  
10.6.1 Disminución de Proteínas de Choque térmico a nivel 
sistémico en pacientes con LLA  

 
De forma natural, las proteínas de choque térmico (HSPs) tienen un 

importante papel en el plegamiento de proteínas nacientes, así como para 

evitar la acumulación de proteínas en el citosol. Sin embargo en condiciones 

de estrés son liberadas de la célula y llegan a circulación, por lo que las HSPs 

fueron consideraradas en este trabajo, como buenos candidatos para formar 

parte de los DAMPs, que pudieran estar activando la respuesta inflamatoria en 

los pacientes con LLA, sin infección aparente. De manera gráfica se muestran 

las concentraciones séricas de las proteínas de choque térmico involucradas 

en procesos febriles, estrés oxidativo y químico (Hsp60, Hsp70, y Hsp90), y en 

funciones anti-apoptóticas (Hsp27). Se incluyeron 36 muestras de pacientes 

no oncológicos (controles) y 83 de pacientes con LLA. 
Se compararon concentraciones séricas de los pacientes con LLA con 

respecto al grupo control (Figura 13A). Las proteínas de choque térmico, 

Hsp27 (Total), Hsp27 (pS78/pS82), Hsp60, Hsp70 y Hsp90 fueron menores en 

los pacientes con LLA que en los controles, encontrando diferencias 

significativas (p< 0.0001). La Hsp27 (total) presentó una mediana Intensidad 

Media de Fluorescencia (MIF) de 4,368 para el grupo control en el rango de 

0.0 a 12,615, en el grupo con LLA la mediana de MIF fue de 495 (rango de 7.0 

a 1,248 MIF). La mediana de la MIF para la proteína Hsp27 activa 

(pS78/pS82) en el grupo control fue de 1,788 (rango de 0.0 a 6,332) y la 

mediana de MIF de 241 (rango 55 a 8,851) para el grupo de LLA. 
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La Hsp60 en el grupo control presento una mediana de MIF de 65 con un 

rango de 16.0 a 2,742 y una mediana de MIF de 26.75 (rango 7.5 a 4,678) en 

el grupo con LLA. Para la proteína Hsp90 la mediana de MIF fue de 955.1 

(rango de 240 a 1,697) en el grupo control y de 50 (rango 7.0 a 1,410 MIF) 

para el grupo de LLA. La liberación de la proteína Hsp70 también fue menor 

en el grupo de pacientes con LLA con respecto al grupo control. El grupo 

control presento una mediana de MIF de 23.38 (rango 15.0 a 1,532) y el grupo 

con LLA de 19 (rango 7.5 a 296.3).  

 

Posteriormente se realizó la comparación de las concentraciones de HSPs 

antes mencionadas en pacientes con LLA que presentaron fiebre con respecto 

a los que no presentaron fiebre al diagnostico. Éste análisis se realizó para 

poder asociar los niveles séricos de las HSPs con el episodio febril que 

cursaron los pacientes con LLA al diagnóstico (Figura 14A y 14B). Las 

proteínas Hsp27 total, Hsp27 activa (pS78/pS82), Hsp60 Hsp70 y Hsp90 se 

encontraron en concentraciones similares en ambos grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 13. Disminución de Proteínas de choque térmico en suero de pacientes con LLA. 
Hsp27 (Total), Hsp27(p578/p582), Hsp60, hsp70 y Hsp 90 en sueros de pacientes con LLA y 
controles. Determinación por xMAP ***p<0.0001, *p<0.01. Prueba de U de  Mann-Whitney. 
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Figura 14. Proteínas de choque térmico en pacientes con LLA con fiebre y sin fiebre. A. 
Hsp27 en pacientes con LLA con y sin fiebre al diagnostico. B. Hsp60, Hsp70, Hsp90 de 
pacientes con LLA que presentaron fiebre al diagnostico. Determinación por xMAP. Prueba de 
U de Mann-Whitney. 
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10.6.2 Concentración de S100A8/Calgranulina en pacientes con LLA y 
con fiebre al diagnostico. 
Otra de las moléculas que se determinaron en los sueros de los pacientes con 

LLA fue la S100A8/Calgranulina, la cual es un importante marcador de 

inflamación; se determinó a esta molécula como un posible activador de la 

respuesta inmune e inductor de la fiebre en los pacientes con LLA. Se 

analizaron 76 sueros de pacientes con LLA de los cuales 47 pacientes no 

presentaron fiebre y 29 sí al diagnostico y sin infección aparente, las 

concentraciones séricas de S100A8/calgranulina fueron de 7.3 ng/ml (rango 

2.1 – 42.3 ng/ml) para el grupo sin fiebre, mientras que para el grupo febril fue 

de 8.6 ng/ml (2.9 – 50.3 ng/ml). Los valores de las medianas se compararon y 

la diferencia no fue significativa (Figura 15) 

Sin Fiebre Con Fiebre
0

10

20

30

40

50

60

LLA

S1
00

 A
8/

Ca
lg

ra
nu

lin
a 

ng
/m

l

 

Figura 15. Proteínas S100 A8/Calgranulina en pacientes con LLA. Determinación de 
proteínas S100A8/Calgranulina en pacientes con LLA de recién diagnostico con ausencia y 
presencia de fiebre. Determinación por ELISA. 
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10.6.3 Concentración de ácido úrico en pacientes con LLA al diagnostico 
con y sin fiebre. 
 
El ácido úrico como otro posible DAMP en la LLA, se evaluó en los pacientes 

con fiebre y sin fiebre, además, se analizó su posible asociación con la fiebre 

(Figura 16 A y 16B). Se determinó que el 65% de los pacientes con LLA (63 de 

96) mostraron valores de ácido úrico superiores a los reportados como 

normales (2.5-5 mg/dl) (línea azul) y sólo el 35 % de ellos se encuentra con 

valores normales. Los datos demuestran que los pacientes con LLA en más de 

la mitad de los casos presenta hiperuricemia (mediana 7.6 mg/dl con un rango 

de 2.9 – 40.3 mg/dl) incrementando posiblemente el proceso inflamatorio en 

este tipo de pacientes. 

Se compararon los niveles séricos de acido úrico entre los pacientes que no 

presentaron fiebre y los que sí presentaron fiebre. De los 96 pacientes 

analizados 34 presentaron fiebre al diagnóstico, y 21 de éstos excedieron los 

niveles normales de ácido úrico, con una mediana de 5.1 mg/dl (rango de 3.0-

40.3 mg/dl)sin encontrar diferencia significativa al comparar los dichos grupos 

(Figura 16 B) 
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Figura 16. Concentración sérica de ácido úrico en pacientes con LLA. A. Concentración 
de ácido úrico en pacientes con LLA mostrando los valores normales de referencia; B. Ácido 
úrico en mg/dl en pacientes con LLA, con y sin fiebre al diagnostico. Prueba U de Mann-
Whitney (p> 0.05). 
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10.6.4 Concentración de HMGB1 sérica en pacientes con LLA  
 

HMGB1 es una de las moléculas que se ha asociado a desordenes 

inflamatorios y al proceso de inflamación estéril, además de ser considerada 

una importante molécula de daño. Se analizaron en 21 sueros de pacientes no 

oncológicos (controles) y 54 sueros de pacientes con LLA. Las 

concentraciones séricas de HMGB1 en el grupo de pacientes con LLA fué 

mayor que las del grupo control. (rango, 0.0-552.7 pg/ml vs 0.0-4,974 pg/ml). 

Sin embargo, no se encontró diferencia significativa (Figura 17 A). 

La concentración de HMGB1 del grupo de pacientes con LLA que presentaron 

fiebre se comparó con el grupo sin fiebre al diagnostico de la neoplasia, 

observándose que el grupo con fiebre presento mayor concentración de 

HMGB1 que el grupo sin fiebre (mediana, 0.0, rango 0.0-4,974 pg/ml vs 

mediana, 11.34 pg/ml, rango 0.0-269.3 pg/ml) sin diferencia significativa entre 

los grupos (Figura 17 B). 
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Figura 17. HMGB-1 en pacientes con LLA al diagnostico. A. concentración sérica de 
HMGB-1 en el grupo control y en pacientes con LLA, B. HMGB1 en pacientes con LLA que no 
presentaron y que presentaron fiebre al diagnostico. Prueba de U de Mann-Whitney (p>0.05) 
. 
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10.7 Análisis de asociación de DAMPs con la LLA 
 

Mediante curvas ROC se determinó el valor de concentración de corte, para 
cada DAMP previamente evaluado (Figura 18, Tabla 6 y 7), con los cueles se 
puede establecer a partir de que concentración puede considerarse elevado 
cada DAMP. Con los valores obtenidos se determinó la asociación de los 
diferentes DAMPs con la LLA, para lo cual se calculó la razón de momios, 
encontrando asociación de riesgo con HMGB1 con un valor de OR de 1.83., 
(Tabla 8)  

 
 
Figura 18. Graficas ROC para DAMPs. Curvas ROC y determinación de sensibilidad y 
especificidad de los DAMPs: Hsp27t (total), Hsp27p (pS78/pS82), Hsp60, Hsp70, Hsp90, 
S100A8, ácido úrico y HMGB1de pacientes con LLA 
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            Tabla 6. Valores de corte de DAMPs 

DAMP Área bajo la curva Valor de corte 

Hsp27(total) 0.529 451.50 

Hsp27(pS78/pS82) 0.497 132.38 

Hsp60 0.561 26.75 

Hsp70 0.473 20.25 

Hsp 0α 0.546 71.25 

S100A8 0.654 6.14 

Ácido úrico 0.386 5.60 

HMGB1 0.492 11.34 

 

Tabla 7. Sensibilidad y Especificidad estimadas para cada DAMP.  

DAMPs Sensibilidad Especificidad VPP VPN 

Hsp27(total) 0.52 0.08 0.54 0.08 

Hsp27(pS78/pS82) 0.60 0.08 0.57 0.09 

Hsp60 0.24 0.58 0.55 0.27 

Hsp70 0.41 0.29 0.55 0.19 

Hsp 0α 0.41 0.04 0.47 0.03 

S100A8 0.77 --- 0.61 --- 

Ácido úrico 0.55 --- 0.53 --- 

HMGB1 0.24 0.58 1.83 0.03 
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Tabla 8. Odd Ratio y valores de significancia para los diferentes DAMPs en la 
LLA. 

DAMP OR IC 95% P 

Hsp27(total) 0.09 0.03-0.29 0.000 

Hsp27(pS78/pS82) 0.13 0.04-0.40 0.000 

Hsp60 0.53 0.01-0.18 0.000 

Hsp70 0.29 0.14-0.61 0.001 

Hsp 0α 0.03 0.007-0.13 0.000 

S100A8 ----- 1.17-1.45 ------- 

Ácido úrico ----- 1.53-2.19 ------- 

HMGB1 1.83 1.53-2.19 0.03 

VPP=Valor predictivo positivo 
VPN=Valor predictivo negativo 
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10.8 Expresión de los componentes del Inflamasoma NLRP3. 
 

10.8.1 Determinación de IL-1β en las líneas celulares Reh y RS4 de 
Leucemia Linfoblástica Aguda. 

 
Con la finalidad de poder establecer un módelo in vitro que nos permitiera 

evaluar uno de los mecanismos de producción de IL-1β y la evaluación de 

DAMPs asociados a fiebre, se utilizaron dos líneas celulares de leucemia de 

diferente origen RS4 y Reh. Éstas líneas celulares de leucemia fueron 

estimuladas con tres concentraciones diferentes de LPS de E.coli durante 18 h 

a 37  C y se determinó la inducción de IL-1 β para conocer si podrían funcionar 

como modelo in vitro para la evaluación posterior de los DAMPs asociados a 

fiebre y la inducción de los componentes del inflamasoma NLRP3. Hasta el 

momento no se ha reportado si las líneas celulares RS4 y Reh tienen la 

capacidad de producir IL-1β, de tal manera que éstos experimentos nos 

permitieron conocer que las líneas celulares empleadas producen IL-1β y 
pueden utilizarse como modelo in vitro. 

La línea RS4 produce una concentración basal media de 0.21 pg/ml (± 0.21 

SEM) de IL-1β la cúal se incrementa con las diferentes concentraciones de 

LPS de forma importante. Con 100 ng/ml de LPS la media fue 5.75 pg/ml ±3.7 

SEM, y con 200 ng/ml de LPS la media fue de 11.08 pg/ml ± 2.5 SEM (Figura 

19 A). La línea REH se comporto de manera similar a línea RS4, la 

concentración basal de IL-1β fue de 3.8 pg/ml ± 2.06 SEM, pero la 

concentración óptima de LPS para inducir un incremento significativo de IL-1β 

fue 200 ng/ml con una media de 12.64 pg/ml ± 3.0 SEM, con 100 ng/ml de 

LPS se produjeron 6.88 pg/ml de IL-1β ± 1.7 SEM. La diferencia con respecto 

a la concentración basal fue estadísticamente significativa (Figura 19 B). 
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Figura 19. Producción de IL-1en líneas celulares de leucemia linfoblástica aguda. 
Dosis respuesta con LPS E. coli (10,100 y 200 ng/ml) A. Línea celular RS4; B. Línea celular 
Reh. Determinación de IL-1 por ELISA, promedio de tres experimentos independientes. (ST) 
Sin tratar. ANOVA de una vía (*p<0.05), prueba post hoc comparación múltiple Dunntt´s. 
 

10.8.2 Expresión de nlrp3, ASC y caspasa 1 
 

El inflamasoma es uno de los mecanismos por los que se lleva a cabo la 

maduración de IL-1y previamente demostramos (Figura 19) que las líneas 

celulares RS4 y Reh tienen la capacidad de producir IL-1por lo que 

consideramos probable que fuera a través de la activación del inflamasoma 

NLRP3, por lo que investigamos la expresión de los diferentes componentes 

del inflamasoma, los resultados obtenidos nos permiten sugerir que es el 
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mecanismo por el cual se está produciendo ésta citocina en las líneas 

celulares de leucemia (Figura 20 A-E). 

La expresión de nlrp3, ASC y caspasa se determino mediante Western Blot, 

como control positivo se utilizó la línea celular THP-1 la cual se sabe expresa 

de manera constitutiva los componentes del inflamasoma. Nuestros resultados 

indican que las líneas celulares de leucemia expresan de manera constitutiva 

la proteína nlrp3 y ésta se incrementa conforme la concentración del estímulo 

(LPS) en la línea RS4, y disminuye a la concentración máxima del estimulo en 

la línea Reh (Figuras 20A y B) 
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La proteína ASC también se expresó de manera constitutiva en ambas líneas 

celulares de leucemia y no hubo cambio significativo en la expresión con 

ninguna concentración de LPS (Figura 20C y D). Sin embargo, la expresión de 

la procaspasa 1 incrementó de manera importante a la concentración de 100 

ng/ml en la línea RS4, mientras que en la línea Reh se mantuvo igual en todas 

las condiciones. Una observación muy importante la caspasa 1 en la línea 

RS4 se activa y se expresa sólo bajo las condiciones de un estimulo, en este 

caso inducido por el LPS. La línea Reh tiene una mínima expresión en 

condiciones basales y con 100 ng/ml y con la concentración máxima ya no hay 

expresión de casapasa 1 activa (Figura 20 B y E). 
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Figura 20. Expresión de los componentes del Inflamasoma NLRP3 en líneas celulares 
de LLA. Las líneas celulares de leucemia RS4 y Reh se estimularon por 18 h con dos 
diferentes concentraciones (100 ng/ml y 200 ng/ml) de LPS de E.coli y se determino la 
expresión de los componentes del inflamasoma por Western blot. A. Electroferograma 
representativo de la expresión de nlrp3 de 3 experimentos en las líneas celulares RS4 y Reh, 
B. Grafica de densidad óptica (DO) de tres experimentos independientes de la expresión de 
nlrp3; C. Electroferograma representativo de la expresión de las proteínas ASC y caspasa1 de 
dos experimentos; D y E Grafica de densidad óptica (DO) de tres experimentos 
independientes de la expresión ASC y dos experimentos en la expresión de caspasa.    
 

10.8.3 Expresión de los componentes del inflamasoma en células 
de pacientes con LLA. 

 

En LLA hasta el momento no hay evidencias que indiquen si se expresa el 

inflamasoma y si está activo. Esté estudio determinó por primera vez la 

expresión y colocolización de los componentes del inflamasoma NLRP3 (nlrp3, 

ASC, caspasa-1) mediante microscopia confocal en células MN totales y PMN 

del grupo control (n=10) y pacientes con LLA (n=10), sugiriendo su 

participación en la producción y maduración de la IL-1. Se realizaron dobles 

tinciones en cada estirpe celular para establecer el posible ensamble del 

inflamasoma NLRP3. En las micrografías obtenidas de las diferentes tinciones 

del grupo control y de los pacientes con LLA se muestra los resultados de 

nlrp3-ASC; ASC-casp-1 (Figuras 21-25).  

E. 

Caspasa 1 
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10.8.3.1 Análisis de expresión de los componentes del 
inflamasoma en células mononucleares (MN)  

 

Las células MN de los controles y pacientes con LLA fueron marcadas/teñidas 

con los anticuerpos dirigidos contra los componentes del inflamasoma NLRP3 

mediante inmunofluorescencia y analizadas mediante microscopia confocal 

(Figura 21- 23). La expresión de nlrp3, ASC y caspasa 1 fue principalmente en 

el citoplasma en células mononucleares (MN) del grupo control. La proteína 

ASC (FITC/verde) se expresó en todo el citoplasma, mientras que la de nlrp3 y 

caspasa 1 (Alexa 488/rojo) fue en el contorno de la célula y en el citoplasma, 

(Figura 21A y 21B). Sin embargo, los resultados muestran que las células MN 

de LLA tienen un núcleo mucho más grande respecto al grupo control y que la 

expresión de nlrp3, ASC y caspasa 1 se encuentra en el citoplasma y en la 

zona perinuclear y la MIF de caspasa 1 fue mayor respecto al control con 

diferencia significativa (p= 0.003). Los resultados respecto a los coeficientes 

de colocalización de los componentes del inflamasoma indicaron que fué 

mayor el  número de moléculas colocalizando en el grupo de LLA respecto al 

grupo control (Figura 22 y Tabla 9). 
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Figura 21. Colocalización de los componentes del Inflamasoma NLRP3 en células MN 
totales del grupo control. A. Expresión y colocalización de ASC y nlrp3. B. Expresión de 
ASC y caspasa-1 en células mononucleares totales del grupo control. ASC (FITC), Caspasa-
1y nlrp3 (Alexa 488), núcleos (DQ7). Micrografía 40 X. Microfotografía representativa de 10 
pacientes.  
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Figura 22. Colocalización de los componentes del Inflamasoma NLRP3 en células MN 
totales en pacientes con LLA. A. Expresión y colocalización de ASC y caspasa-1. B. 

Expresión de ASC y nlrp3  en células mononucleares de pacientes con LLA. ASC (FITC), 

Caspasa-1 y nlrp3 (Alexa 488), núcleos (DQ7). Micrografía 40x. Microfotografía representativa 

de 10 pacientes 
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Tabla 9. Coeficientes de colocalización de componentes del inflamasoma 
en células MN totales. 

         ASC-nlrp3- ASC-Caspasa 1  

Controles  0.3085 (0.0550-0.5695)  0.3289 (-0.111- 0.5880)  

LLA  0.3926 (0.1980-0.5950)  0.4292 (0.2920-0.5950)  

 
 

Figura 23. Expresión de los componentes del inflamasoma NLRP3. A. Intensidad media 
de fluorescencia (MIF) de los componentes del inflamasoma NLRP3 del grupo control y 
pacientes con LLA. **p=0.003.; Mayor intensidad media de fluorescencia en caspasa 1 del 
grupo de LLA. Prueba de U de Mann-Whitney; B. Tabla de coeficientes de colocalización. 
(N=10). 
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10.8.3.2 Analisis de expresión de los componentes del inflamasoma en 
células polimorfonucleares (PMN). 
 
 
Se analizó la población de células polimorfonucleares (PMN) en el grupo 

control (n=10) y en el grupo de pacientes con LLA para determinar los 

componentes del inflamasoma NLRP3 (Figura 24-26). Las proteínas nlrp3, 

ASC y Caspasa 1 mostrarón una distribución perinuclear en los PMN de 

pacientes con LLA además, una alta intensidad media de fluorescencia y una 

alta colocalización en núcleo y en la zona perinuclear, sugiriendo el ensamble 

del inflamasoma NLRP3. En cuanto a la morfología de las células, éstas se 

observan mucho más grandes con las membranas lobuladas. Además se 

encontró un importante aumento en la MIF de ASC y nlrp3 en los pacientes 

con LLA (Figuras 25Ay 25B), (Tabla 10).En el grupo control se determinó la 

misma distribución de nlrp3, ASC y caspasa 1 observada en las células MN, 

pero una baja expresión y colocalización entre las proteínas ASC y caspasa1, 

lo que indicaría que posiblemente no esté ensamblado el inflamasoma 

(Figuras 24A-CB). 
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Figura 24. Colocalización de los componentes del Inflamasoma NLRP3 en PMN del 
grupo control. A. Expresión y colocalización de ASC y caspasa-1. B. Expresión de ASC y 

nlrp3 en PMN del grupo control. ASC (FITC), Caspasa-1y nlrp3 (Alexa 488), núcleos (DQ7). 

Micrografía 40X Micrografía representativa de 7 pacientes. 
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Figura 25. Colocalización de los componentes del Inflamasoma NLRP3 en PMN en la 
LLA. A. Expresión y colocalización de ASC y nlrp3. B. Expresión de ASC y caspasa-1 en PMN 
de pacientes con LLA; C. Gráficas de colocalización de los componentes del inflamasoma en 
células PMN. En cada gráfica de colocación se muestran tres cuadrantes, en el que se 
representa la MIF de nlrp3/Caspasa 1 (canal 1 (Ch1)) en el cuadrante 2, la MIF de ASC (canal 
2 (Ch2)) en el cuadrante 1, y la MIF que converge de ambas proteínas en el cuadrante 3. ASC 
(FITC), Caspasa-1y nlrp3 (Alexa 488), núcleos (DQ7). Micrografía 40 x (N=8).  
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Tabla 10. Colocalización de componentes del inflamasoma en PMN. 
 ASC-nlrp3  ASC-caspasa 1  

Controles   0.2527 (-1-1)  -0.14(-0.87- 0.9)  

LLA  0.7031(0.4-0.94)  0.23(0.2-0.97)  

 
 

Figura 26. Expresión de los componentes del inflamasoma NLRP3 en PMN. A. Intensidad 
media de fluorescencia (MIF) del grupo control y pacientes con LLA. B. **p=0.0003, *p=0.04. 
Prueba de U de Mann-Whitney. Tabla 10. (n=9).  
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10.9 Mecanismos de Muerte celular de los neutrófilos de 
pacientes con Leucemia Linfoblástica Aguda 

 

La muerte celular de células PMN se determinó por medio de tres diferentes 

metodologías para saber si ésta es una de las causas de la neutropenia que 

los pacientes con LLA presentan durante la neoplasia (Figura 27-30).  

La primer metodología utilizada fue la citometria de flujo, en la cual por medio 

de la incorporación de anexina (apoptosis) y Ioduro de Propidio (IP) (necrosis) 

de los neutrófilos purificados de pacientes con LLA, puede determinarse el 

estadio de muerte celular que presentan los neutrófilos al diagnostico. Se 

observó de manera muy interesante que un 99 % de los neutrófilos de 

pacientes con LLA se encuentran en apoptosis tardia, y sólo del 0.24 -5 % en 

necrosis, al diagnostico de la neoplasia (Figura 27A y 27B). 

Los neutrófilos de controles y de pacientes con LLA se analizaron mediante la 

técnica de TUNEL y se observo que estaban en apoptosis. Se confirmo 

mediante esta metodología que los neutrófilos de los pacientes se 

encontraban en apoptosis. El 99% de las células de los pacientes fueron 

positivas (tinción café) mientras que las células de los controles sólo fueron 

positivas en un 2%. (Figura 27C). 
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Figura 27. Determinación de Muerte celular en neutrófilos de pacientes con Leucemia 
Linfoblástica Aguda. A. Dots representativos de 3 pacientes con LLA; B. Grafica de % de 
células en muerte celular. Anexina (FITC) y con IP (PerCPp-Cy5) (Citometria de Flujo); C. 
Micrografía de neutrófilos en apoptosis en pacientes con LLA. (TUNEL). 
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10.9.1 Neutrófilos de pacientes con LLA son altamente susceptibles a la 
Muerte celular. 
 
Con la finalidad de descartar la manipulación de las células como causa de la 

muerte celular previamente vista en los neutrófilos (Figura 27), Se analizaron 

14 pacientes y 3 controles de manera inmediata a su purificación para 

determinar el estadio y mecanismo de muerte en de los neutrófilos utilizando 

el equipo de análisis MUSE, que determina la incorporación de la anexina V 

(apoptosis) y el 7ADD (necrosis) en las células. 

Se observó que los neutrófilos obtenidos de los controles mantienen una 

viabilidad del 90%. El 2.5% se encontró en apoptosis temprana y el~12% en 

apoptosis tardía. Sin embargoen el grupo de pacientes con LLA se observó 

una viabilidad del 40%. El 40% de éstos en apoptosis temprana y 20% en 

apoptosis tardía, lo que sugiere que los neutrófilos de los pacientes con LLA 

son altamente susceptibles a la muerte celular (Figura 28). 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 28. Apoptosis temprana en neutrófilos de pacientes con Leucemia Linfoblástica 
Aguda. A. Dot blots representativos del perfil de apoptosis en el grupo control y en pacientes 
con LLA; B. Grafica de % de células en los diferentes estadios de apoptosis; C (neutrófilos del 
grupo control), LLA (neutrófilos de pacientes). Determinación mediante el kit de Apoptosis 
MUSE™ (*p<0.05) ANOVA de una vía, pos hoc comparación múltiple Tukey. Promedio de 14 
experimentos independientes. 
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10.10 Activación de caspasas en pacientes con LLA 
 

Previamente demostramos que los neutrófilos de pacientes con LLA fueron 

altamente susceptibles a morir (Figura 28), de tal manera procedimos a 

analizar, si las caspasas 1, 3- 9, estaban participando en la activación de la 

muerte celular de los neutrófilos, como control se utilizo a las células MN de 

los mismos pacientes (Figura 29). Determinamos que el 30 % de los 

neutrófilos presentaron las caspasas activas y a su vez que el 30% se 

encontraron muertos (Figura 29A), mientras que las células MN presentaron 

que el 95 % de las células se encontraron vivas y sólo el 5% tuvieron las 

caspasas activas y se encotraron en proceso de muerte (Figura 29B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
                                                             
Figura 29. Caspasas activas en neutrófilos de pacientes con LLA. % de células vivas, con 
caspasas activadas y células muertas, A. Porcentaje de Neutrófilos de pacientes con LLA que 
expresaron las caspasas activas 1,3-9; B. Porcentaje de células MN de pacientes que 
presentaron las caspasas 1, 3-9. Determinación mediante el kit de MultiCaspasa MUSE™ en 
N=7 (*p<0.05, ***p<0.0001) ANOVA de una vía comparación múltiple Tukey. 
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10.11 Expresión de vacuolas autofágociticas en LLA 
 

Otro de los mecanismos de muerte celular en los neutrófilos de pacientes con 

LLA, como posible causa de la neutropenia evaluado en este trabajo fue la 

autofagia, la cual se determinó mediante la presencia de las vacuolas 

autofágociticas identificadas con monodansilcadaverina (MCD) y evaluadas 

mediante microscopia confocal (Figura 30). 

Se determinó en los neutrófilos de pacientes con LLA (N=7) la presencia de 

las vacuolas mediante el kit de autofagia (CYTO-ID® ENZO). Se observó que 

las células de los pacientes sin ningún estimulo externo, forman vacuolas 

autofágicas, sugiriendo que hay una señal interna que posiblemente active su 

formación y la activación de caspasas.  

 
 

Figura 30. Expresión de vacuolas autofágicas/lisosomales en pacientes con LLA. MCD 
(Monodansilcadaverina/FITC), núcleos (DAPI). Imagen representativa de 10 experimentos 
independientes. 
 



82 

 

 

 

11. DISCUSIÓN 
 
La leucemia linfoblástica aguda es la neoplasias más común en la edad 

pediátrica y la población de estudio de éste trabajo, proveniente del Hospital 

Infantil de México Federico Gómez y del Hospital Pediátrico Moctezuma, tuvo 

la mayor incidencia (36%) en el rango de edad de 3 a 5 años, coincidiendo con 

las estadísticas reportadas a nivel internacional (4).  

 

Nuestra población de estudio fue de células linfoblásticas principalmente y 

dentro de éstas el fenotipo de células precursoras de B representó el 67%, de 

15% a 20% menos de acuerdo a lo publicado (80%-85%) (9). Los casos de 

LLA que presentaron fenotipo de células T fueron 14 % y sólo 3% expresaron 

antígenos de origen linfoide y mieloide. Pese a los esfuerzos por clasificar a 

los pacientes de acuerdo a su inmunofenotipo, dada la importancia clínica que 

éste tiene, en nuestra población de estudio un 16% no pudo clasificarse El 

inmunofenotipo de las células leucémicas es uno de los factores que se toman 

en cuenta para establecer el riesgo de recaída. No todos los casos de LLA 

expresan marcadores para un solo linaje, se han reportado numerosos casos 

donde las células expresan características de más de un linaje 

hematopoyético. De acuerdo a diferentes criterios, podemos encontrar LLA 

con expresión aberrante de antígenos, infidelidad de linaje, de linaje mixto y 

leucemias bifenotípicas (BAL) (9), lo cual es de importancia para el tratamiento 

de los pacientes. 

En los niños con LLA encontramos que las concentraciones circulantes de 

TNF-α, IL-6, IL-8, MCP-1, IL-12, IFN-γ e IL-10 aumentaron significativamente e 

IL-17 mostró tendencia. Mientras que, las concentraciones de TGF-β 

disminuyeron y las de IL-1β, IL-2, IL-13 e IL-4 no mostraron cambio 

significativo con respecto a los controles. Este hallazgo es muy interesante, ya 

que podría reflejar una inflamación estéril en LLA, quizá causada por DAMPs, 

ya que todos los niños incluidos en este estudio no mostraron infección 

aparente al momento del diagnóstico y no recibieron ningún tratamiento 

antineoplásico previo a la toma de la muestra de sangre.  
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Se sabe que las citocinas son reguladoras de la respuesta inmune del 

hospedero a las infecciones, a la inflamación y al daño a tejidos. Algunas 

citocinas promueven la inflamación (pro-inflamatorias), mientras que otras 

sirven para reducir la inflamación y promover la cicatrización de los tejidos 

(anti-inflamatorias). Para mantener la homeostasis y la integridad de los 

tejidos, las concentraciones de diferentes citocinas deben ser finamente 

controladas. La desregulación de las citocinas tiene un papel muy importante 

en diferentes patologías, incluyendo el cáncer (71-78). 
En este estudio, hemos demostrado que a nivel sistémico, hay una condición 

pro-inflamatoria importante al momento del diagnóstico de la LLA en niños sin 

infección aparente. Es decir, en los niños de los que a pesar de todos los 

estudios microbiológicos y de biología molecular no pudo obtenerse una 

evidencia de infección. Por primera vez se muestra evidencia de que hay 

concentraciones elevadas de TNF-α e IL-6 en todos los pacientes sin 

infección, mientras que concentraciones elevadas de estas citocinas sólo se 

han reportado en presencia de procesos infecciosos, pero no en ausencia de 

microorganismos. Además, nuestro estudio mostró mediante un análisis de 

regresión logística, que hay una fuerte asociación de los altos niveles de TNF-

α e IL-6 con la fiebre, con OR de 15.05 y de 2.8 respectivamente. De tal 

manera que las altas concentraciones de TNF-α e IL-6 que se encontraron en 

los pacientes con LLA, están asociadas con el estado febril que el 34 % de los 

niños presentaron, posiblemente como consecuencia de la activación de las 

células de la respuesta inmune por los DAMPS, los cuales tienen la capacidad 

de generar una respuesta inmune o una respuesta inflamatoria en ausencia de 

agentes infecciosos (74).  
La IL-1β el TNF-α y la IL-6 son citocinas pro-inflamatorias que pueden inducir 

fiebre y puede regular sus niveles entre ellas, dependiendo de su 

concentración (75). Diferentes vías celulares de señalización se activan en 

respuesta a diferentes concentraciones de citocinas pro-inflamatorias, y 

pueden conducir a daño genotóxico, apoptosis celular o crecimiento celular. El 
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incremento de la concentración de citocinas proinflamatorias a nivel sistémico 

encontrado en los pacientes con LLA, podría favorecer el proceso neoplásico. 

También se demostró que además del estado proinflamatorio que presentaron 

los pacientes con LLA, hubo una polarización de la respuesta inmune hacia 

Th1-Th17.  
 

Por otro lado, los resultados de nuestro estudio sugieren que los incrementos 

en IL-6 e IL-8 en ausencia de infección aparente fueron inducidos por la 

activación de otras moléculas o mecanismos independientes de 

microorganismos infecciosos. Se sabe que la IL-6 es importante en el 

mantenimiento de las células progenitoras del cáncer, en el microambiente 

neoplásico de las células leucémicas en la LMA (76). También se ha 

demostrado que IL-6 estimula el crecimiento de células de LMA a través de la 

producción de señales que promueven y activan a las células leucémicas (77, 

78). 

En la LLA, IL-6 se ha reportado como un predictor sensible de la infección 

bacteriana en los niños con fiebre y con neutropenia, así como en los no 

neutropénicos (79). En un estudio sobre el papel de la IL-6 e IL-8 en un grupo 

pequeño de pacientes con neoplasias malignas hematológicas, se demostró 

que podían ser útiles para excluir la posibilidad de infección de alto riesgo (80). 

La IL-8 en el suero de pacientes con LLA en asociación con la infección de 

microorganismos Gram negativos, se encontró aumentada 10 veces, en 

comparación con el grupo control (81). Estos estudios demuestran que la IL-6 

y la IL-8 pueden incrementarse por infección bacteriana.Sin embargo, en 

nuestro estudio encontramos que en ausencia de microorganismos 

infecciosos, dichas citocinas también se elevadas, lo cual revela una 

respuesta proinflamatoria asociada al proceso neoplásico y no a un proceso 

infeccioso. 

 
En nuestro estudio, en los pacientes con LLA, encontramos altas 

concentraciones de MCP-1 (MCP-1/CCL2), un miembro de la familia de las 
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quimiocinas CC y contribuye al ambiente inflamatorio. Previamente se ha 

demostrado que MCP-1 tiene un papel importante en la migración de 

monocitos hacia células leucémicas humanas. Sin embargo, no puede 

aumentar los efectos citotóxicos de los monocitos hacia las células leucémicas 

humanas (82). Elevados niveles de MCP-1 en el líquido cefalorraquídeo de 

niños con LLA se asocia con afectación del SNC durante el tratamiento (83). 

Hay informes sobre un incremento en la concentración de algunas citocinas 

inflamatorias en la LLA asociado con la presencia de infección o en respuesta 

a la quimioterapia (82-87). Sin embargo, no hay informes de un proceso 

inflamatorio inicial al diagnóstico de los pacientes con LLA, sin infección 

aparente, lo cual concuerda con un reciente estudio en el que, se evaluaron 

los niveles de quimiocinas IL-8 y MCP-1 en pacientes adultos con LLA, al 

momento del diagnóstico y se encontraron niveles elevados, lo cual se 

atribuyó a la actividad de la enfermedad (76). 

 

Las citocinas como IL-10, IL-17 y TGF-β tienen una función muy importante en 

la regulación de la respuesta inmune. La función biológica de la IL-10 en el 

cáncer es bastante compleja. Sin embargo, la presencia de IL-10 en 

metástasis avanzada y la correlación positiva entre la IL-10 sérica y la 

progresión de otras enfermedades sugieren un papel crítico de la IL-10 en el 

microambiente (88, 89). En LLA se ha asociado el polimorfismo de la IL-10 en 

A-592C con la modulación de la expresión de la IL-10, estableciéndolo como 

factor de riesgo y posible biomarcador para ésta neoplasia (90). Por otro lado, 

la IL-17 es una citocina producida por un tipo de células T cooperadoras, 

llamadas "células Th17", que se generan a partir de señales producidas por 

TGF-β, IL-6 e IL-23 (91, 92). IL-17 activa las mismas vías de señalización que 

las citocinas inflamatorias como TNF-α e IL-1β y se considera una molécula 

puente importante entre los sistemas inmune innato y adaptativo (93). El 

estudio de esta citocina mostró que se incrementa en la sangre y en la médula 

ósea de pacientes con LMA, con mal pronóstico en comparación con 

donadores sanos (94). En los pacientes con LLA de nuestro estudio, también 
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la encontramos elevada con respecto al grupo control, mostrando tendencia, 

pero no significancia estadística, lo cual puede deberse a la gran dispersión de 

los valores, lo que sugiere una respuesta Th17 en pacientes con LLA, que nos 

lleva a estudiar la regulación de las citocinas inflamatorias en un ambiente 

estéril. Otra citocina evaluada en este trabajo fue TGF-β, la cual se encontró a 

nivel sistémico disminuida en los pacientes con LLA, respecto a los controles. 

En este contexto, la baja concentración de TGF-β protege al microambiente de 

la leucemia favoreciendo la eliminación de los blastos, ya que su baja 

concentración no permite el crecimiento, desarrollo y maduración de las 

células B (95). Además de no llevar a cabo su función de supresora de 

tumores que a diferencia de los tumores sólidos participa como una citocina 

inmunosupresora e inductora de las células neoplasias (96, 97). 

En el cáncer se ha informado del papel de la IL-12 como parte de la 

inmunovigilancia (98), todos los estudios de esta citocina se han centrado en 

la inmunoterapia (99). Nuestros resultados indican que la IL-12 y el IFN-γ 

estuvieron incrementados en los pacientes con LLA, con respecto al grupo 

control, lo que indica que hubo una respuesta inmune polarizada hacia Th1 en 

los pacientes con esta neoplasia. Las alteraciones de la relación Th1/Th2 en 

pacientes con cáncer son una característica común de un proceso maligno 

(carcinogénesis) y podrían ser el resultado de un mal funcionamiento de las 

células Th1, la activación de los linfocitos Th2, o ambos fenómenos. 

Adicionalmente en este trabajo encontramos menor concentración de IL-13 

(citocina Th2) en los pacientes que en los controles, lo que confirma una 

respuesta predominantemente de tipo Th1. 

 
Los resultados de este estudio tienen importantes implicaciones para la 

comprensión de la respuesta inflamatoria en pacientes con LLA sin infección 

clínicamente aparente y el puente importante entre la respuesta inmune innata 

y adaptativa a través de la polarización de las células T. Las mayores 

concentraciones de citocinas pueden jugar un papel crucial en la patogénesis 

de la LLA y pueden ser blancos terapéuticos importantes. También pueden ser 
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predictoras de los cuadro de fiebre de origen desconocido y en la respuesta 

inflamatoria sin infección aparente. Debido a la variabilidad de los resultados y 

a la importancia de las citosinas, fue necesario establecer el valor de corte de 

éstas, mediante curvas ROC y así poder determinar su asociación con la 

fiebre. Nuestros resultados muestran que las citocinas IL-6, TNF-α, IL-8 e IL-

10, son factores de riesgo para desencadenar la fiebre en los pacientes con 

LLA y que el TGF-β puede ser un factor protector. 

 

El estudio de la respuesta inflamatoria estéril aún es poco claro. Sin embargo, 

se sabe que puede ser originada por DAMPs, también desconocidos, los 

cuales se sabe tienen la capacidad de activar la respuesta inmune a través de 

diferentes receptores de reconocimiento patrón (PRRs) (100 101-105). 

Además, algunos de ellos se sabe que participan en procesos carcinogénicos, 

tal es el caso del ácido úrico y la proteína HMGB1 (102, 106). En la leucemia 

linfoblástica aguda, la activación del sistema inmune, sin agente infeccioso, 

puede deberse a los DAMPs, lo cual es de suma importancia para el 

mantenimiento del sistema de alerta del organismo, que sirve como indicador 

de que se ha roto la homeostasis, desencadenando un proceso inflamatorio 

importante. Nuestros resultados muestran que en la LLA existe una 

desregulación importante en las citocinas circulantes y que hay un fuerte 

ambiente inflamatorio en ausencia de microorganismo causal, lo que sugiere 

la presencia de DAMPs en los niños con LLA sin infección.  

Se encontró que el ácido úrico, HMGB1 y las proteínas S100 estuvieron 

incrementadas en los niños con LLA con respecto a los controles, por lo que 

es posible que estas moléculas estén funcionando como DAMPs ó alarminas 

en esta neoplasia. El ácido úrico es un antioxidante y juega un papel 

importante cuando se encuentra en suero, promueve un fuerte proceso 

inflamatorio en las articulaciones y aumento en la densidad mineral de los 

huesos (107), los altos niveles de ácido úrico se consideran factor de riesgo 

para presentar cáncer y una alta mortalidad (107). En la LLA, el ácido úrico 

puede acumularse en la sangre como resultado de la lisis tumoral, debido a la 
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gran cantidad de linfocitos, por lo que podría jugar un papel importante como 

alarmina o DAMP, generando falta de homeostasis en los pacientes con LLA. 

Las proteínas S100A8 y/o S100A9 extracelulares, se sabe que contribuyen a 

la formación del nicho pre-metastásico. También, a la liberación de TNF-α, 

TGF-β y VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular) (108). De acuerdo a 

la función de estas dos proteínas, es probable que están activando 

constantemente la respuesta inflamatoria a través de la interacción con los 

receptores tipo-Toll, RAGE, entre otros, pero también pueden estar 

amplificando la respuesta (100). Otro de los hallazgos importantes de este 

trabajo fue encontrar que las proteínas de choque térmico analizadas, están 

en concentraciones menores a nivel sistémico que en los controles. Sin 

embargo, hay evidencia en otros canceres, que la Hsp27 y Hsp60 se 

encuentran en concentraciones elevadas en suero (108). Podemos destacar 

de las HSPs estudiadas, que la Hsp27 (TOTAL) es la que más se libera a nivel 

sistémico en los pacientes con LLA, seguida de su forma activa y la Hsp90. 

Sin embargo, sus concentraciones fueron menores con respecto al grupo 

control y las curvas ROC permitieron demostrar que son factores protectores 

para la LLA. Por otro lado, se ha demostrado que hay un aumento de la 

transcripción de las HSP en las células tumorales, por la pérdida de las 

funciones de p53, así como una mayor expresión de proto-oncogenes, como 

HER y c-Myc y esto es crucial para la tumorigénesis (109). Además, se ha 

demostrado que proteínas como la HSP27 están relacionadas con resistencia 

a la quimioterapia en leucemia y en la adquisición de fenotipos drogo 

resistentes (109). 

 

La Hsp90 es una proteína chaperona, que en condiciones normales, ayuda a 

otras proteínas a plegarse correctamente y estabiliza las proteínas contra el 

estrés por calor en el citosol. Los resultados que se encontraron de esta 

proteína en los pacientes con LLA que presentaron fiebre al diagnostico, 

mostraron que se encontró elevada con respecto a los pacientes sin fiebre, por 

lo que podría estar asociada al cuadro febril que cursan los niños con LLA. La 
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elevada concentración en suero de Hsp90 sugiere ampliar el estudio de esta 

proteína como un posible biomarcador en los casos de fiebre de origen 

desconocido, donde no se logra aislar un microorganismo causal permitiendo 

evitar retrasar el tratamiento antineoplásico.  

HMGB1 tiene funciones biológicas tanto dentro, como fuera de la célula y 

desempeña un papel importante en muchas enfermedades, especialmente 

enfermedades inflamatorias y cáncer (111, 112), por lo que fue de suma 

importancia determinarla en nuestra población de estudio. Nuestros resultados 

mostraron un incremento en la concentración sérica de los pacientes con LLA 

respecto a los controles, sin diferencia estadística significativa. Sin embargo, 

el análisis de curvas ROC y Odds ratio mostró que HMGB-1 es un factor de 

riesgo para LLA. Hasta el momento, sólo se tenía evidencia de que HMGB1 

jugaba un papel en la quimioresistencia de la LLA, pero ninguna de que esta 

proteína pudiera tener un papel de DAMP, en este tipo de neoplasia. Se sabe 

que HMGB1 cuando se encuentra de manera extracelular tiene la capacidad 

de unirse a varios receptores de superficie celular, como los TLRs ó RAGE, 

para activar la señalización rio abajo, de NF-kB, del factor 3 de regulación de 

IFN (IRF3) y de la fosfoinositol 3 cinasa (PI3K), para inducir la activación de 

células del sistema inmune, generando producción de citocinas pro-

inflamatorias e interferon tipo I, inhibición de fagocitosis, promoción de 

proliferación celular y angiogénesis e inducción de autofagia (113, 114). En 

este contexto nuestros resultados sugieren que el proceso inflamatorio en los 

pacientes con LLA puede estar siendo inducido por la liberación de este 

DAMP, también sugieren su posible participación en la inducción de vacuolas 

autofágicas observadas en los neutrófilos de los pacientes con LLA. 
 

La importancia de conocer los mecanismos que activan los diferentes 

procesos celulares de la respuesta inflamatoria, es que permiten identificar 

blancos terapéuticos que ayuden a contrarrestar o regular la respuesta 

inflamatoria. En la LLA a la fecha no hay evidencias que indiquen cuál es el 

mecanismo por el cual se están induciendo las citocinas inflamatorias bajo 

condiciones no infecciosas. Parte de nuestro trabajo se enfocó a establecer un 
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posible mecanismo de activación de una de las citocinas proinflamatorias, la 

IL-1β, la cual se sabe puede ser activada por el inflamasoma. Para esto 

inicialmente utilizamos dos líneas celulares de leucemia (RS4 y Reh) las 

cuales fueron caracterizadas con respecto a su capacidad de respuesta a 

MAMPs (Parones Moleculares Asociados a Microorganismos) y a expresión 

de componentes del inflamasoma, encontrando que producen IL-1β por 
activación con LPS de E. coli. 

; sugiriendo que estas líneas celulares pueden estar siendo activadas a través 

de los receptores tipo-Toll 2 y 4, receptores que se sabe participan en el 

reconocimiento de MAMPs y DAMPs y que además pueden activar al 

inflamasoma, observamos la expresión de los componentes del inflamasoma 

NLRP3 en estas líneas celulares, lo cual nos permitió conocer que se 

expresan de forma basal. 

La expresión de los componentes del inflamasoma NLRP3 también se analizó 

en células de pacientes con LLA, tanto en células PMN como en células MN, 

los resultados mostraron de forma muy interesante que la colocalización de los 

componentes del inflamasoma es específica en la zona perinuclear y que la 

expresión de los componentes aumenta en la LLA, sugiriendo que el 

inflamasoma se ensambla y que posiblemente está participando en la 

respuesta inflamatoria de los pacientes, previamente descrita. Sin embargo, 

no hay que descartar que el inflamasoma también puede tener un papel en la 

regulación negativa como la que ocurre en otros cáncer donde el proceso 

inflamatorio es crucial (115, 116). Además de la participación en el proceso 

inflamatorio, el inflamasoma puede participar en la activación de procesos de 

muerte celular (117). De tal manera que en los casos de neutropenia de la 

LLA, posiblemente este sea un mecanismo por el cual se estén activando los 

neutrófilos y mueran vía apoptosis.  

 

La muerte celular de los neutrófilos, en general se sabe que es un proceso 

fundamental para la homeostasis del organismo, por lo que su estudio es 

primordial en estados patológicos como la LLA, donde es necesario entender 
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el estado de neutropenia que los pacientes con LLA pueden presentar como 

una de las principales complicaciones. Nuestros resultados indican que los 

neutrófilos de pacientes con LLA son más susceptibles a la muerte celular, 

esto es un hallazgo novedoso que contribuye a entender la neutropenia. Ya 

que hasta el momento no se tenía claro el origen de esta condición clínica. La 

muerte celular observada fue principalmente en las células PMN de los 

pacientes con LLA, encontrándolos en apoptosis temprana en su mayoría.  

 

La característica fundamental que distingue la mayoría de las formas de 

necrosis de la apoptosis, es la rápida perdida de los potenciales de 

membrana. Esto puede ser consecuencia de depleción de la energía celular, 

daño en los lípidos de membrana y/o pérdida de la función de las bombas 

iónicas o canales homeostáticos (117). Al evaluar la muerte celular de los 

neutrófilos de los pacientes con LLA y de los controles por medio de la 

incorporación de anexina a la membrana celular o de IP (Ioduro de propidio) al 

DNA, se observó que se encontraban en un estado de apoptosis tardía, es 

decir un estado en el que la células tienen un porcentaje de fragmentación 

celular que pudiera considerarse necrosis, lo cual puede estar contribuyendo a 

que los pacientes presenten un estado de neutropenia. Existen otros factores 

que pueden estar contribuyendo a la muerte de esta estirpe celular, como es 

la presencia de HMGB1 y proteínas S100 (119, 120), las cuales encontramos 

elevadas en los pacientes con LLA. 

 

Por otro lado, sabemos que el complejo extracelular S100A8/A9 puede inhibir 

el crecimiento de una variedad de tipos de células normales (macrófagos, 

células de la médula ósea, linfocitos, fibroblastos) y tienen actividad inductora 

de apoptosis en diversas células tumorales. En algunas células, S100A8/A9 

puede inducir apoptosis a través de la unión al receptor de la superficie celular 

de una manera zinc–independiente (120). Otro estudio sugiere que 

S100A8/A9 ejerce actividad apoptótica por la liberación selectiva de 

Smac/DIABLO y Omi/HtrA2 de la mitocondria y la modulación de la proteína 
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anti-apoptótica Bcl-2 (118). Interesantemente, S100A8/A9 también puede 

promover la muerte de forma similar a la autofagia al provocar la translocación 

de BNIP3 a la mitocondria (121). Nuestros resultados sugieren que los 

neutrófilos de pacientes con LLA activan su mecanismo de muerte celular a 

través de la apoptosis por las vías intrínseca y extrínseca, debido a las altas 

concentraciones de citocinas y de DAMPs encontrados a nivel sistémico y a 

una importante activación de las caspasas implicadas en ambos procesos, en 

ésta estirpe celular. Sin embargo, aún falta estudiar de manera detallada las 

causas de la alta susceptibilidad a la muerte en los neutrófilos de los pacientes 

con LLA, para entender las causas de la neutropenia. Es difícil definir que 

mecanismo ocurre primero, ya que puede ocurrir sinergia entre ambos 

mecanismos de muerte y requiere de estudios posteriores. 

 

Finalmente, todo lo anterior demuestra que nuestro estudio es de suma 

importancia, para el entendimiento de la generación de fiebre en la leucemia 

linfoblástica aguda y rompe un paradigma importante en el origen de la 

inducción de la respuesta inflamatoria, implicada en esta neoplasia, bajo 

condiciones sin infección clínica aparente. Encontramos que los DAMPs y las 

citocinas inflamatorias juegan un papel importante en la activación y 

regulación del proceso inflamatorio, sugiriendo ser las señales necesarias para 

la activación de los neutrófilos y por consecuencia su muerte. También 

encontramos que cuatro de las citocinas estudiadas están asociadas a la 

generación de la fiebre en éstos pacientes. Aún falta profundizar en los 

mecanismos implicados, que ayuden a establecer mejores estrategias clínicas, 

para el manejo de los pacientes con LLA. 
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12. RESUMEN DE RESULTADOS 
 

 Los pacientes con LLA sin infección aparente, presentan un fuerte 

perfil inflamatorio al diagnóstico de la neoplasia, con elevación sérica 

de TNF-α, IL-6, IL-8, MCP-1, IL-12, IFN-ɣ e IL-10. Así como, 

disminución del TGF-β. 

 Las citocinas TNF-α, IL-6, IL-8 e IL-10, son factores de riesgo para 

desarrollar fiebre y la reducción en TGF-β, es un factor protector.   

 Las proteínas séricas de choque térmico, Hsp27, Hsp60, Hsp70 y 

Hsp90, se encontraron disminuidas en los pacientes con LLA.  

 Los DAMPs, S100A8, ácido úrico y HMGB1 están incrementados en 

los pacientes con LLA y son factores de riesgo. 

 Las líneas celulares de LLA, REH y RS4  tienen la capacidad de 

producir IL-1y expresan los componentes del inflamasoma NLRP3. 

 La expresión y co-localización de los componentes del inflamasoma, 

en los neutrófilos de pacientes con LLA, sugieren la interacción entre 

nlrp3-ASC y ASC-caspasa-1. Lo cual sugiere la activación del 

inflamasoma NLRP3 y con ello el probable mecanismo de 

maduración de la IL-1β, en los pacientes con LLA.  

 Los neutrófilos de pacientes con LLA son más susceptibles a la 

muerte celular y se encuentran en apoptosis temprana y tardía al 

diagnóstico de la neoplasia. 

 Las caspasas 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 se encuentran activas, induciendo 

la muerte celular en los neutrófilos de pacientes con LLA. 

 Los neutrófilos de pacientes con LLA forman vacuolas autofágicas, lo 

que sugiere que esta estirpe celular, lleva a cabo la autofagia como 

otro mecanismo de muerte. 
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13. CONCLUSIONES 
 

Los pacientes con LLA sin infección clínica aparente presentan una fuerte 

respuesta inflamatoria, con incremento a nivel sistémico de citocinas y 

quimiocinas inflamatorias y concentraciones elevadas de DAMPs, como ácido 

úrico, proteínas S100A8 y HMGB1.   

Las citocinas TNF-α, IL-6, IL-8 e IL-10, están asociadas a la fiebre de los 

pacientes y los DAMPs estudiados, no se encontraron asociados a la fiebre. 

Sin embargo, HMGB-1 mostró ser un factor de riesgo para LLA.  

Los componentes del inflamasoma NLRP3 se encuentran expresados en las 

células de los pacientes con LLA. 

Los neutrófilos de pacientes con LLA son altamente susceptibles a la muerte 

celular por la activación de caspasas y por autofagia, sugiriendo que es una de 

las causas que originan la neutropenia.  
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Figura 31.Esquema representativo del micro ambiente inflamatorio en la LLA. Los 
pacientes con LLA sin infección aparente presentan un incremento en la liberación de 
citocinas inflamatorias, inmunosupresoras y Th1 y reducción de una citocina 
inmunoreguadora, así como incremento en los DAMPs, HMGB1 y ácido úrico, que pueden 
estar activando las células del organismo para inducir fiebre, donde probablemente también se 
están liberando citocinas y DAMPs importantes asociados al estado febril. Además, en la LLA 
se presenta la activación del inflamasoma NLRP3 y de mecanismos de inducción de muerte 
mediante caspasas y autofagia.  
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14. PERSPECTIVAS  
 
El presente trabajo permite continuar el estudio del proceso inflamatorio que 
cursan los pacientes con LLA sin infección clínica aparente, así como 
determinar la etiología de los cuadros de neutropenia y fiebre, para una mejor 
compresión de la complicación más importante en esta neoplasia y poder 
establecer estrategias clínicas que ayuden en el manejo de los pacientes con 
LLA, mediante los siguientes estudios: 
 

 Discernir la secuencia de eventos que ocurren en el reconocimiento de 
HMGB1 para inducir un proceso inflamatorio en la leucemia linfoblástica 
aguda. 
 

 Evaluar la participación de otros DAMPs, en la inducción de fiebre de 
los pacientes con LLA, como ATP o ácidos nucleícos extracelulares e 
incrementar el número de pacientes con fiebre, para observar con 
mayor claridad la participación de los DAMPs. 

 
 Conocer el mecanismo de regulación de la IL-10 y el TGF-β en la LLA. 

 
 Determinar marcadores de superficie celular como CD56, receptores 

RAGE y Toll, como posibles inductores del proceso de muerte en los 
neutrófilos de pacientes con LLA. 
 

 Determinar la pyroptosis como otro posible mecanismo de muerte en 
los neutrófilos de pacientes con LLA. 

 
 Establecer un modelo in vitro para la evaluación del efecto de los 

DAMPs, en la LLA. 
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Abstract. Children with acute lymphoblastic leukemia (ALL) 
often present fever. Febrile states are usually associated with 
infectious processes that generate an inflammatory response 
involving various molecules, including cytokines. However, 
an inflammatory response may also occur in the absence of 
infection. We hypothesized that the levels of inflammatory 
cytokines are increased in children with ALL without apparent 
infection. The serum levels of 13 cytokines in 99 patients 
with ALL and 48 non-oncological patients without apparent 
infection were measured using multiplex analyte profiling 
technology (Luminex®). The concentration of circulating 
pro-inflammatory cytokines associated with fever was similar 
between patients with ALL and fever at diagnosis and those 
without fever. The levels of tumor necrosis factor α, interleukin 
(IL)-6, IL-8, monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) and 

IL-10 were higher in patients with ALL vs. the control group 
(P<0.05). Moreover, the levels of the T helper 1 (interferon‑γ 
and IL-12) cytokines were higher in patients with ALL vs. 
the control group. Transforming growth factor β was lower in 
patients with ALL vs. the control group (P<0.05). The levels 
of IL-1β, IL-2, IL-4, IL-13, and IL-17 were similar in the two 
groups. Our results indicate that the circulating levels of seven 
of the important studied cytokines are elevated in patients with 
newly diagnosed ALL without apparent infection, reflecting a 
strong and deregulated inflammatory state in this disease, with 
a Th1-polarization profile.

Introduction

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common 
pediatric malignancy in childhood (0-14 years), constituting 
slightly less than one-third of all childhood cancers diagnosed, 
whereas it constitutes approximately 10% of the cancers diag-
nosed among adolescents and young adults (15-19 years) (1).

Cytokines, which were originally identified as products of 
immune cells, are small secreted proteins that have specific 
effects on the interactions and communication between cells. 
Cytokines are important mediators of immune responses that 
are secreted in response to different infectious and noninfec-
tious stimuli. Different cytokines are able to stimulate or 
inhibit cell growth, regulate cell differentiation, induce cell 
chemotaxis, and modulate the expression of other cytokines. 
The balance among different cytokines is very important for 
the maintenance of the processes regulated by them, as they 
have been shown to participate in both the initiation and 
progression of several pathological processes, such as chronic 
inflammation and cancer (2).

Inflammation as a result of trauma, ischemia-reperfusion 
injury, or chemically induced injury typically occurs in the 

Strong inflammatory response and Th1-polarization profile 
in children with acute lymphoblastic leukemia 

without apparent infection
E. Pérez-Figueroa1,  M. Sánchez-Cuaxospa1,  K.A. Martínez-Soto1,  N. Sánchez-Zauco1, 

A. Medina-Sansón2,  E. Jiménez-Hernández3,4,  J.R. Torres-Nava3,  J.M. Félix-Castro4, 
A. Gómez5,  E. Ortega6  and  C. Maldonado-Bernal1

1Immunology and Proteomics Research Laboratory, Children's Hospital of Mexico Federico Gómez, Mexico, D.F.; 
2Department of Hematology-Oncology, Children's Hospital of Mexico Federico Gómez, Mexico, D.F.; 3Oncology Service, 

Children's Hospital Moctezuma, Mexico, D.F.; 4Oncology Service, Highly Specialized Unit, General Hospital National 
Medical Center La Raza, Mexican Institute of Social Security, Mexico, D.F.; 5Research Unit on Infectious Diseases, 

Pediatric Hospital, National Medical Center XXI Century, Mexican Institute of Social Security, Mexico, D.F.; 
6Department of Immunology, Institute for Biomedical Research, 

National Autonomous University of Mexico, Mexico, D.F., Mexico

Received November 6, 2015;  Accepted December 17, 2015

DOI: 10.3892/or.2016.4657

Correspondence to: Dr Carmen Maldonado-Bernal, Immunology 
and Proteomics Research Laboratory, Children's Hospital of Mexico 
Federico Gómez, Dr. Márquez 162, Colonia Doctores, C.P.  06720, 
Mexico, D.F., Mexico
E-mail: cmaldobe@yahoo.com

Abbreviations: ALL, acute lymphoblastic leukemia; TNF-α, tumor 
necrosis factor  α; IFN-γ, interferon-γ; IL-1, interleukin-1; TGF-β, 
transforming growth factor  β; MCP-1, monocyte chemoattractant 
protein-1; Th, T helper

Key words: acute lymphoblastic leukemia, pro-inflammatory 
cytokines, Th1 immune response, sterile inflammation, circulating 
cytokines, immunoregulation



Pérez-Figueroa et al:  Deregulated immune response in children with ALL2700

absence of microorganisms and has, therefore, been termed 
‘sterile inflammation’. Sterile inflammation occurs in acute 
conditions and is similar to microbial-induced inflamma-
tion in that it is marked by the recruitment of neutrophils 
and macrophages and the production of pro-inflammatory 
cytokines and chemokines, such as tumor necrosis factor-α 
(TNF-α) and interleukin-1 (IL-1) (3). The triggers of sterile 
inflammation are still under investigation, and the pathways 
that transduce sterile inflammatory signals have not been 
completely clarified. Currently, most of the innate immune 
pathways that are activated during infection have been impli-
cated in sterile inflammation, although distinct signaling 
pathways of sterile inf lammation exist  (3,4). Whether 
immune pathology ensues after acute sterile inflammation, 
depends on the balance between pro-inflammatory and reso-
lution pathways.

It is now evident that pattern recognition receptors (PRRs) 
also recognize non-infectious material that can cause tissue 
damage, as well as endogenous molecules that are released 
after tissue injury or cell death. These endogenous molecules 
have been termed damage-associated molecular patterns 
(DAMPs). DAMPs have similar effects to pathogen-associated 
molecular patterns (PAMPs) in terms of their ability to acti-
vate inflammatory pathways (5).

In clinical practice, most patients with newly diagnosed 
ALL present febrile episodes, which are usually assumed to 
be associated with an infectious process. However, in 80% of 
cases, no infection can be demonstrated (6,7). The levels of 
circulating cytokines have been studied in patients with ALL 
presenting fever and neutropenia in the presence of overt infec-
tion (8,9); however, to date, no studies of patients with ALL 
and fever without apparent infection have been published. It is 
important to characterize the inflammatory profile in patients 
with ALL presenting febrile episodes without clinically 
apparent infection, as this may influence the medical manage-
ment of these patients. The aim of this study was to assess 
whether the levels of inflammatory cytokines are increased in 
patients with ALL without apparent infection.

Materials and methods

Study population. The study was conducted at the Hospital 
Infantil de México Federico Gómez and at the Hospital 
Pediátrico Moctezuma in Mexico City, and was approved by 
the ethics committees of both institutions. Signed informed 
consent was obtained from all parents, and assent was obtained 
from all children older than 9 years of age. The study included 
99 children with ALL (newly diagnosed) from the Department 
of Oncology of the two hospitals, and 48 non‑oncological 
patients (controls) who visited the Department of Orthopedics 
and Ophthalmology of the Hospital Infantil de México 
Federico Gómez for consultation and/or preoperative analysis. 
We confirmed that patients with ALL included in this study 
had no apparent clinical infection at diagnosis, the point at 
which the blood sample used in this study was taken. We 
conducted a detailed review of the clinical records to confirm 
that the specimens of patients with ALL were negative for all 
microbiological tests of blood, urine, and spinal fluid (LCR) 
by culture and/or PCR. The exclusion criteria were: presence 
of any evident infection at diagnosis, anti-inflammatory or 

antimicrobial treatment, cancer-specific therapies, primary or 
secondary immunodeficiencies, or recent blood-component 
transfusion.

Sample collection. Peripheral blood was collected in a 
Vacutainer tube (BD Vacutainer®) without anticoagulant. After 
clotting, the tubes were centrifuged at 1,000 x g for 10 min at 
4˚C. Serum samples were stored at -80˚C until analysis.

Determination of important cytokine and chemokine levels in 
the serum. Cytokines and chemokines (IL-1β, TNF-α, IL-6, 
MCP-1, IL-8, IL-10, IFN-γ, IL-12p70, IL-2, IL-4, IL-13 and 
IL-17) were quantified in the sera of patients and controls 
using the multiplex analyte profiling (xMAP) technology with 
the Millipore HSCYTOMAG-60K kit (Luminex®, magnetic 
beads; Millipore, Billerica, MA, USA), and were read on a 
MAGPIX apparatus (Milliplex®; Millipore). All reagents 
were provided in the kit and prepared according to the manu-
facturer's protocol. Each sample was analyzed in duplicate, 
and the mean concentration of each analyte was calculated 
using a parameter logistic fitted curve generated from the 
standards.

TGF-β was determined in serum samples from 88 patients 
with ALL and 48 controls using an ELISA set (BD OptEIA™; 
BD Biosciences) according to the manufacturer's protocol. 

Statistical analyses. Values are plotted as the median with 
range. Comparisons between groups were performed by 
comparing medians using the Mann-Whitney U test. All statis-
tical analyses were performed using the SPSS program V22, 
and P<0.05 was considered to indicate a statistically signifi-
cant result.

Results

Clinical characteristics. The characteristics of the patients 
with ALL and the non-oncological patients included in the 
study are described in Table I. The ALL group included both 
de novo precursor B-lineage and T-lineage leukemia cases. 
Among the patients with ALL, 34% (34 patients) had fever at 
admission, 50% of whom (17 out of 34 patients) had neutro-
penia. The characteristics of the patients with ALL and fever 
and patients with ALL without fever are described in Table II.

After admission to the hospital, patients with ALL with 
fever included in the study were treated with antimicrobial 
and antipyretic drugs. No patient presented a positive micro-
bial culture during the following week and patients with ALL 
survived for at least one week after admission.

The concentration of circulating pro-inflammatory cytokines 
associated with fever is similar between patients with ALL 
and fever at diagnosis and those without fever. We analyzed 
the levels of circulating pro-inflammatory cytokines (IL-1β, 
IL-6, and TNF-α). The concentrations of IL-1β, IL-6, and 
TNF-α were not statistically different between the two groups 
of patients (with and without fever) (P>0.05).

We found no significant differences in the levels of cyto-
kines associated with fever (IL-1β, TNF-α, and IL-6) in the 
sera of patients with ALL with and without fever at admis-
sion (Fig. 1).
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Patients with ALL show a pro-inflammatory state at diagnosis. 
We analyzed the levels of circulating pro-inflammatory cyto-
kines (IL-1β, IL-6, and TNF-α) associated with the production 
of fever; the concentrations of IL-6 and TNF-α were higher in 
the group of patients with ALL than they were in the control 
group (P<0.05). Although the concentration of IL-1β was not 
statistically different between the two groups, it was observed 
that the median concentration was higher in the ALL group 
than that in the control group (3.2 vs. 3.2 pg/ml) (Fig. 2A). The 
median TNF-α concentration in the control group was 13.60 pg/
ml (range, 40-211.6 pg/ml), whereas the median concentration 
in the ALL group was 65.40 pg/ml (range, 1.24‑496 pg/ml)  
(Fig.  2B). The IL-6 concentration was 3.20  pg/ml (range, 
0.00-87.85 pg/ml) in the control group and 8.79 pg/ml (range, 
0.00-615 pg/ml) in the ALL group (Fig. 2C). These results 
suggest the presence of an important pro-inflammatory profile 
in patients with ALL at diagnosis in the absence of clinically 
apparent infection.

The concentration of circulating pro-inflammatory chemo-
kines is elevated in patients with ALL at diagnosis. The 
pro-inflammatory cytokines IL-1β and TNF-α induce the 
production of two important inflammatory chemokines that 
participate in carcinogenesis, MCP-1 and IL-8. As we found 
elevated levels of TNF-α in children with ALL, we were inter-
ested in determining the levels of these chemokines in these 

Table I. Demographic characteristics of the study population. 

	 ALL	 Non-oncological
	 patients	 patients

No. of subjects	 99	 48
Gender (F/M)	 40/59	 23/25
Age, mean (range)	 7.5 (0.25-17)	 9.1 (5-17)
in years
Diagnosis	 ALL	 Ophthalmologic,
		  orthopedic
Immunological 
classification
  Lineage B	 64
  Lineage T	 14
  Biphenotypic	   3
  Not classifiable	 18
With fever	 34

ALL, acute lymphoblastic leukemia.

Table II. Characteristics of the patients with ALL with fever or 
without fever.

	 Age 	 Gender	 Leukocytosis	 Neutrophils
Patients	 (years)	 (F/M)	 (103/µl)	 (total)

Fever 	 6.5±0.69	 (14/20)	 147.9±59.5	 3,593±202.0
(n=34)
No fever 	 8.2±0.62	 (25/37)	 62.3±13.8	 1,801±577.5
(n=62)

P-value		  0.085	 0.076	 0.289

ALL, acute lymphoblastic leukemia.

Figure 1. The levels of circulating pro-inflammatory cytokines in patients 
with acute lymphoblastic leukemia (ALL) were similar in the presence and 
absence of fever. The serum levels of (A) interleukin (IL)-1β, (B) tumor 
necrosis factor (TNF)-α, and (C) IL-6 in patients with ALL and fever and 
without fever were measured by xMAP. The values are plotted as the median 
with range. Comparisons between groups were performed using the Mann-
Whitney U test. P<0.05 is considered to indicate a statistically significant 
result.
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patients. We found that IL-8 levels were significantly higher in 
the ALL group (median, 78.75 pg/ml; range, 4.80‑24,937 pg/ml) 
than they were in the control group (median, 13.03 pg/ml; 
range, 2.99-522 pg/ml) (Fig. 3A). The concentration of MCP-1 
was also higher in the ALL group (median, 1,090 pg/ml; range, 
4.28-4,382 pg/ml) compared with the control group (median, 
381 pg/ml; range, 2.99-2,001 pg/ml) (Fig. 3B).

T-cell-polarizing cytokines in patients with ALL at diagnosis. 
We also analyzed the levels of T-cell-polarizing cytokines in 

patients with ALL without clinically apparent infection. We 
analyzed Th1 cytokines such as IFN-γ, IL-12 and IL-2 (Fig. 4). 
The circulating levels of IFN-γ and IL-12 were significantly 
higher in patients with ALL than they were in the control group 
(IFN-γ in ALL: median, 6.50 pg/ml; range, 0.0-456.60 pg/ml; 
IFN-γ in controls: median, 3.34 pg/ml; range, 0.38-45.90 pg/ml;  
IL-12 in ALL: median, 3.20 pg/ml; range, 0.0-175.0 pg/ml; 
IL-12 in controls: median, 2.63 pg/ml; range, 0.0-70.56 pg/ml)  
(Fig. 4A and B). The levels of IL-2 in patients with ALL 
(median, 3.20 pg/ml; range, 0.0-83.11 pg/ml) and in controls 
(median, 3.05 pg/ml; range, 0.0-13.61 pg/ml) were not signifi-
cantly different (Fig. 4C).

The levels of Th2 cytokines such as IL-4 and IL-13 were 
also measured to obtain an idea of the Th1/Th2 cytokine 
balance in patients with leukemia. The level of IL-4 in patients 
with ALL was not significantly different from that in the 
control group. We found that the control and ALL groups had 
similar circulating levels of this cytokine (Fig. 5A). Conversely, 
the level of IL-13 was lower in patients with ALL compared 
with the control group (median, 3.20 vs. 3.20 pg/ml; range of 
IL-13 in patients with ALL, 0.0-547.10 pg/ml, but only three 
patient had a level >100 pg/ml; range of IL-13 in the control 
group, 1.93-110.90 pg/ml) (Fig. 5B). The Th2 response in these 
patients was decreased, thereby favoring the Th1 response. 

Figure 2. The levels of pro-inflammatory cytokines are increased in patients 
with acute lymphoblastic leukemia (ALL). The serum levels of (A) interleukin 
(IL)-1β, (B) tumor necrosis factor (TNF)-α, and (C) IL-6 in patients with 
ALL were measured by xMAP. The values are plotted as the median with 
range. Comparisons between groups were performed using the Mann-Whitney 
U test. ***P<0.0001, and **P<0.0006 are considered to indicate a statistically 
significant result.

Figure 3. The levels of chemokines are increased in patients with acute 
lymphoblastic leukemia (ALL). The serum levels of (A) interleukin (IL)-8 
and (B) monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) in the control group 
and in patients with ALL were measured by xMAP. The values are plotted 
as the median with interquartile range. Comparisons between groups were 
performed using the Mann-Whitney U test. MCP-1, monocyte chemoattrac-
tant protein‑1. ***P≤0.0001 is considered to indicate a statistically significant 
result.



ONCOLOGY REPORTS  35:  2699-2706,  2016 2703

Together, these results suggest an inclination toward a Th1 
profile in ALL, driven by increased Th1 and decreased Th2 
cytokines in patients with ALL.

Higher concentration of circulating immunoregulatory cyto-
kines in ALL at diagnosis. The circulating levels of IL-10 were 
higher in patients with ALL than they were in the control group, 
with a median of 91.81 vs. 5.15 pg/ml (range, 2.47-3,209 pg/ml 
for ALL vs. 0.0-73.63 pg/ml for the control group) (Fig. 6A). 
The IL-17 level was higher in ALL than it was in the control 
group, with a median of 3.20 pg/ml (range, 0.0-139.20 pg/ml)  
in ALL, while in the control group the median was also 

3.20  pg/ml but the range was 0.0-75.75  pg/ml  (Fig.  6B). 
However, TGF-β levels were lower in patients with ALL than 
they were in the control group (median, 1,438 vs. 4,407 pg/ml; 
range, 0.0-29,507 vs. 0.0-33,777 pg/ml) (Fig. 6C).

The balance of inflammatory, T  cell-polarizing and 
immunoregulatory cytokines produced in patients with ALL 
without apparent infection was highly altered; a schematic 
representation of this alteration is shown in Fig. 7.

Discussion

Cytokines are regulators of host responses to infection, inflam-
mation and trauma. Some cytokines promote inflammation 
(pro-inflammatory cytokines), whereas others serve to reduce 
inflammation and promote the healing of tissue (anti‑inflam-
matory cytokines). Thus, to maintain tissue homeostasis and 
integrity, the levels of different cytokines are finely tuned and 
controlled. The deregulation of cytokines plays an important 
role in different pathologies, including cancer (10-12).

In this study, we showed that, at the systemic level, there 
was an important pro-inflammatory condition at diagnosis in 
children with ALL and no apparent infection, i.e., children for 
whom evidence of infection could not be obtained. We report 
for the first time the higher concentrations of TNF-α and IL-6 
in patients with ALL with no infection, as elevated levels 

Figure 4. Patients with acute lymphoblastic leukemia (ALL) had an increased 
Th1 cytokines. The serum levels of (A) interferon-γ (IFN-γ), (B) interleukin 
(IL)‑12, and (C) IL-2 in the control group and in patients with ALL were mea-
sured by xMAP. The values are plotted as the median with interquartile range. 
Comparisons between groups were performed using the Mann-Whitney U test. 
**P=0.0234 and **P=0.0092 are considered to indicate a statistically significant 
result. 

Figure 5. Patients with acute lymphoblastic leukemia (ALL) have a decreased 
Th2 response. The serum levels of (A) interleukin (IL)-4 and (B) IL-13 in 
the control group and in patients with ALL were measured by xMAP. The 
values are plotted as the median with range. Comparisons between groups 
were performed using the Mann-Whitney U test. P>0.05 is not significant.



Pérez-Figueroa et al:  Deregulated immune response in children with ALL2704

of these cytokines have only been reported in the presence 
of infectious processes (13,14), but not in sterile conditions. 
The higher concentrations of TNF-α and IL-6 found in this 
research in patients with ALL may be associated with the 
febrile state presented by some of the children, possibly as a 
consequence of the activation of the immune cells by DAMPs, 
which have the ability to generate an immune response in the 
absence of infectious agents (15). Different cellular signaling 
pathways operate in response to varying levels of pro-inflam-
matory cytokines, which can lead to genotoxic damage, cell 
apoptosis, or cell growth. The increased concentration of pro-
inflammatory cytokines in the serum of patients with leukemia 

may favor a neoplastic process. Moreover, IL-1β, TNF-α and 
IL-6 are pro‑inflammatory cytokines that can induce fever and 
can regulate each other's levels, depending on their concentra-
tion (16).

Furthermore, we showed that this pro-inflammatory state 
had characteristics of a Th1-polarized response. We found that 
the concentrations of circulating TNF-α, IL-6, IL-8, MCP-1, 
IL-12, IFN-γ and IL-10, were significantly increased in chil-
dren with ALL. In contrast, the concentrations of TGF-β were 
decreased in ALL and those of IL-1β, IL-2, IL-4, IL-13 and 
IL-17 showed no changes compared with the controls. This 
finding is significant since it may reflect a sterile inflammation 

Figure 6. Deregulation of regulatory cytokines in patients with acute lymphoblastic leukemia (ALL). The serum levels of (A) interleukin (IL)-10, (B) trans-
forming growth factor β (TGF-β), and (C) IL-17 in the control group and in patients with ALL were measured by xMAP or ELISA. The values are plotted 
as the median with range. Comparisons between groups were performed using the Mann-Whitney U test. ***P≤0.0001 is considered to indicate a statistically 
significant result.

Figure 7. Disrupted cytokine balance in patients with ALL without apparent infection. Schematic representation of the strong inflammatory response, T-cell-
polarizing, and altered regulatory cytokines produced in patients with ALL and without apparent infection.
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in ALL, as all children included in this study did not show 
apparent infection at diagnosis and had not received any 
antineoplastic treatment at the time of collection of the blood 
samples. Recently, the levels of circulating cytokines were 
studied in adult patients with ALL, and IL-8 and MCP-1 
were found to be elevated at diagnosis, thus reflecting disease 
activity (17).

The results of our study suggest that the increases in IL-6 
and IL-8 in the absence of apparent infection are induced 
by the activation of other molecules or mechanisms that are 
independent of infectious microorganisms. IL-6 is important 
in the maintenance of cancer stem cells in the neoplastic 
microenvironment of leukemic cells (18) and has been shown 
to stimulate the growth of AML (acute myeloid leukemia) cells 
through signaling pathways (19).

Moreover, IL-6 has been reported as a sensitive predictor of 
bacterial infection in neutropenic as well as non-neutropenic 
febrile children with ALL (20); in addition, a study of the role 
of IL-6 and IL-8 in a small group of patients with hemato-
logical malignancies showed that they could be useful in 
excluding the possibility of high-risk infection (21). IL-8 in the 
serum of patients with ALL in association with Gram‑negative 
infection was found to be increased by 10-fold compared with 
the control group (22).

In the present study, we found that high levels of the 
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1/CCL2), which 
is a member of the CC chemokine family, was significantly 
altered in these patients and may contribute to a sterile inflam-
matory environment. MCP-1 has previously been shown 
to play a major role in the migration of monocytes toward 
human leukemic cells; however, it was unable to increase the 
cytotoxic effects of monocytes on human leukemic cells (23). 
A higher level of MCP-1 in the cerebrospinal fluid of children 
with ALL is associated with central nervous system involve-
ment during therapy (24).

There are reports of a high concentration of various 
inflammatory cytokines in ALL associated with the presence 
of infection or in response to chemotherapy (25-28). However, 
there are no reports of an initial inflammatory process in newly 
diagnosed patients with ALL without apparent infection.

The regulation of the immune response is important in the 
process of carcinogenesis, as a deregulated pro-inflammatory 
state may favor cancer, and inflammation also affects immune 
surveillance. Cytokines such as IL-10, IL-17 and TGF-β have 
an important function in immune regulation. The biological 
role of IL-10 in cancer is quite complex; however, the presence 
of IL-10 in advanced metastases and the positive correlation 
between serum IL-10 levels and the progression of other 
diseases suggest a critical role for IL-10 in the cancer micro-
environment (29).

IL-17 is a cytokine that is produced by a subset of T helper 
cells, called ‘Th17 cells’, which are generated in response to 
signals from TGF-β, IL-6 and IL-23 (30,31). IL-17 activates 
many of the same signaling events as do inflammatory cyto-
kines such as TNF-α and IL-1β, and is considered to be an 
important bridging molecule between the innate and adaptive 
immune systems (32). A study of the role of this cytokine in 
leukemia showed that it is increased in the blood and bone 
marrow in AML patients with poor prognosis compared 
with healthy donors (33). However, in this study, we did not 

find significant difference between patients with ALL and 
the control group. The role of IL-12 in immunosurveillance 
has been reported in cancer (34); in ALL, the study of this 
cytokine has been focused on immunotherapy (35,36). Our 
results indicate that IL-12 and IFN-γ were elevated in patients 
with ALL compared with the control group; thus, there was a 
Th1-biased immune response in patients with this neoplasia.

Elevated systemic concentrations of these Th1 cytokines 
may promote an inflammatory microenvironment in the early 
stages of neoplasia. Alterations in the Th1/Th2 ratio in cancer 
patients is a common feature of a malignant process and may 
be the result of a malfunction of Th1 cells, activation of Th2 
lymphocytes, or both. We found no change in concentrations 
of IL-4 and IL-13 (Th2 cytokines) in patients with ALL vs. the 
controls, which confirmed a predominantly Th1-type response 
in the patients.

However, in patients with neutropenic fever, therapy is 
and should remain restricted to antibiotics, even though it is 
very likely that at least some of these patients do not have an 
infectious process that causes fever, and that the inflammatory-
state-related cancer is the cause of the fever, which opens the 
possibility of seeking a non-infectious marker that induces 
cytokines associated with fever and with a strong pro-inflam-
matory response in children with ALL. Further investigation 
is needed to establish whether these alterations can be used as 
a prognostic indicator in ALL.

The findings of this study have important implications 
for understanding the inflammatory response in patients with 
ALL and no clinically apparent infection, and the bridge 
between the innate and adaptive immune responses through 
T-cell polarization. Higher levels of cytokines may play a 
crucial role in the pathogenesis of ALL and may be important 
therapeutic targets and prognostic predictors in episodes of 
fever of unknown origin and in strong inflammatory responses 
without apparent infection.
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