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Relacion de la expresion de NOTCH1 en células troncales hematopoyéticas y el
tiempo de injerto en pacientes sometidos a trasplante de células progenitoras.
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RESUMEN.

ANTECEDENTES: La via de sefalizacion Notchl esta involucrada en el control de
diversos eventos durante el desarrollo de las células eucaribéticas como son la
proliferacién, el crecimiento, la migracion, la diferenciacion y apoptosis, es esencial
para la generacion de la stem cell hematopoyética como un componente importante del

nicho hematopoyético que mantiene su regulacion.

MATERIAL Y METODOS: Se realizd un estudio observacional, ambispectivo,
transversal, comparativo, abierto, de los pacientes del departamento de Hematologia
qgue fueron sometidos a trasplante de células progenitoras hematopoyéticas autélogo vs
alogénico. Analisis estadistico: Se comparo la expresion de NOTCH1 en ambos
grupos, asi como su relacién con el tiempo de injerto de neutrofilos, plaquetas, y el
tiempo promedio (neutréfilos +plaquetas) utilizando medidas de tendencia central, y T

de student.

RESULTADOS: Se analizaron 39 pacientes pos-trasplante en dos grupos con
determinaciones de células NOTCH1, y se compararon la expresion de esto en relacion
al tiempo de injerto. No se encontro una diferencia significativa en la expresion CD34 y
CD34/NOTCH 1 (p=0.5) entre ambos grupos, asi como entre la expresion
CD34/NOTCH 1 y el tiempo promedio de injerto (p=0.78), el injerto de plaguetas
(p=0.46), y el injerto de neutrdfilos (0.82).

CONCLUSIONES: No se encontré una diferencia estadisticamente significativa en la
expresion de NOTCH1 entre los pacientes con trasplante autélogo vs alogénico por lo
gue se concluye que la expresién de NOTCH1 no modifica el tiempo de injerto en los

pacientes.

Palabras clave: trasplante autdlogo, trasplante alogénico, NOTCHL1, Injerto.



SUMMARY.

BACKGROUND: The Notch signaling pathway is involved in the control of various
events during the development of eukaryotic cells such as proliferation, growth,
migration, differentiation and apoptosis, it is essential for the generation of the
hematopoietic stem cell as a important component of the hematopoietic niche that

maintains its regulation.

MATERIAL AND METHODS: An observational, ambispective, cross-sectional,
comparative, and open study of the patients of the Department of Hematology who
underwent autologous versus allogeneic hematopoietic progenitor cell transplantation
was performed. Statistical analysis: The expression of NOTCH1 was compared in both
groups, as well as its relationship with neutrophil graft time, platelets, and average time

(neutrophils + platelets) using measures of central tendency, and student's T.

RESULTS: Thirty-nine post-transplant patients were analyzed in two groups with
determinations of NOTCHL1 cells, and the expression of this in relation to graft time was
compared. No significant difference was found in CD34 and CD34 / NOTCH 1
expression (p = 0.5) between both groups, as well as between CD34 / NOTCH 1
expression and mean graft time (p = 0.78), platelet graft ( p = 0.46), and neutrophil graft
(0.82).

CONCLUSIONS: We did not find a statistically significant difference in the expression of
NOTCH1 between patients with autologous transplantation vs allogeneic transplant, so
it is concluded that the expression of NOTCH1 does not modify the graft time in

patients.

Key words: autologous transplant, allogeneic transplant, CD34 / CD34 NOTCH, graft.



ANTECEDENTES

La familia de receptores Notch consta de 4 proteinas transmembranales (Notchl — 4)
de un solo dominio que se unen a uno de los 5 ligandos (Jaggedl, Jagged 2, Delta like
1, Delta like 3 y Delta like 4), siendo también estos Ultimos proteinas transmembranales
de un solo dominio. Se considera a Notch un sistema de sefializacion altamente
conservado que permite la comunicacion celular, controla mdultiples aspectos de
biologia celular, incluidos diferenciacién, proliferacién y apoptosis. Fue descubierto por
THOMAS HUNT Morgan en 1917, en una mosca mutante. El papel de NOTCH ha sido
bien caracterizado en el desarrollo de diferentes tejidos asi como en el proceso de

hematopoyesis y angiogénesis!!!

En mamiferos, la sefalizacion de NOTCH se inicia por la interaccion de los receptores
NOTCH (Notchl1l- 4) con los ligandos de la Jagged (Jagged1-2) y familias de tipo Delta
(DlI1, DII3 y Dll4). Los receptores son necesarios para el reconocimiento del ligando v,
por lo tanto, para la funcion del receptor. Los receptores son modulados
adicionalmente por la actividad de la familia Fringe glicosiltransferasas, que regulan su
afinidad de unién a los ligandos individuales de NOTCH. Las interacciones receptor-
ligando de NOTCH generan una fuerza fisica que desenmascara un sitio proteolitico de
dominio extracelular, permitiendo la escision por una desintegrina y metaloproteinasa
(ADAM10). Este proceso conduce rapidamente a protedlisis dentro del dominio
transmembrana por el complejo y-secretasa, liberando muesca intracelular (ICN), el
cual se traslada al nucleo donde se une a CSL / RBP-Jk (CBF-1, supresor de sin pelo,
Lag-1; también llamado RBP-Jk y codificado por el gen Rbpj). ICN actia como un
activador transcripcional que interactia con CSL / RBP-Jk y recluta a un coactivador
transcripcional de familia similar a Mastermind (MAML), que conduce al gen objeto de

activacion.

En conjunto, la sefializacion de NOTCH conecta las sefales de la superficie celular

inducidas por multiples ligandos de NOTCH y receptores a una via comun de activacion
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transcripcional "candnica" mediada por ICN, CSL y MAML en el nacleo de un gran
complejo multiprotéico [

El Sistema humano de NOTCH consiste en 5 ligandos y 4 receptores de membrana,
esta sefializacion es importante para la regulacion de la hematopoyesis normal y

neoplasica, desarrollo del sistema inmune celular y regulacion de la respuesta inmune.
3]

En varios estudios de trasplante la reconstitucion a largo plazo de la stem cell mostré
estar alterada si se inhibia la sefalizacién de NOTCH 1. En un estudio de Maillard et
all. Se bloque6 la sefializacion de NOTCH, por eliminaciéon de CBF1 y se encontr6 que
la sefializacion candnica de NOTCH era indispensable para mantener a la stem cell a

largo plazo in vivo Bl

Las células endoteliales promueven la expansion de las stem cell y su auto renovacion
in vitro, y se ha mostrado que tiene un papel importante en el injerto de las stem cell y
la reconstitucion de la hematopoyesis in vivo. La regeneracion de la hematopoyesis
después de una mieloablacion es dependiente de la recuperacion vascular y de la
funcidn celular endotelial, NOTCH se ha implicado en las interacciones célula- célula

entre las stem cell y las células endoteliales que regulan la funcién de las primeras !

La sefalizacion de NOTCH1 es esencial para la generacion de la stem cell
hematopoyética definitiva durante la embriogénesis y para los adultos en el
mantenimiento del pool. Se cree que este sistema de proteinas de NOTCH1 es parte
importante en la via sefializacién encargada del mantenimiento y expansion del mismo,
en adicion tiene un papel en la sefalizacion en osteoblastos y homeostasis de
osteoclastos. Los progenitores expresan receptores de NOTCH 1 y son expuestos a
ligandos del mismo en medula ésea, como son la expresion de JAG1l y DLL1 por
osteoblastos. En un estudio por Calvi et al, la estimulacién con hormona paratiroidea de
ratones resulto en aumento en proliferacion de osteoblastos, e incremento en la
expansion de las stem cell mediada por NOTCH 1. Estas observaciones identificaron a
NOTCH como un componente importante del nicho hematopoyético que mantiene la

regulacion osteoblastica de la stem cell.



Las células endoteliales de la medula 6sea expresan ligandos de NOTCH y su
expresion puede ser regulada por estimulos pro inflamatorios in vitro e in vivo. En un
estudio por Fernandez y colaboradores, una linea celular endotelial lamada BMS (bone
marrow endotelial cells) junto con las células endoteliales primarias, expresaban
ligandos de jagged (dependientes de NOTCH). La capacidad de estas células de
expandir los progenitores hematopoyéticos en un cultivo in vitro fue dependiente de la
sefalizacion de NOTCH, estos autores demostraron que la densidad de ligandos y la
intensidad de la sefializacion de NOTCH resulta en diferentes grados de expansién de
las células troncales hematopoyéticas [ In vivo las citocinas pro inflamatorias como
factor de necrosis tumoral alfa, causaron un incremento en la expresion de jagged 2 en
las células endoteliales y de receptores de NOTCH 1 Y NOTCH 2 en los progenitores

hematopoyéticos los cuales se asociaron con aumento en la activaciéon de NOTCH B

Ademas la molécula de sefializacion NOTCH es importante para el auto renovacion de
las células madre y la determinacion del destino en muchos tejidos, incluido el sistema
hematopoyético. Sin embargo, el papel preciso y la importancia fisiologica de los
receptores NOTCH, ya sea como moléculas de adhesion y / o sefalizacion, en la
homeostasis de la célula progenitora hematopoyética asi como su funcion todavia no

se entiende completamente B!

El papel de la sefalizacion de Notch en la malignidad se informé por primera vez en
1991 cuando el locus previamente no caracterizado en una t (7; 9) (q34;934.3)
translocacion cromosémica de un caso de leucemia linfoblastica T humana (T-ALL)
contenia un gen altamente homologo al gen NOTCH de Drosophila, mas tarde
denominado NOTCH-1. Este dafio resulta en la presencia de una proteina NOTCH-1
truncada con la capacidad de conducir la transformacién oncogénica en células renales
de rata in vitro. Cuando la proteina truncada fue detectada en mas de El 65% de todos
los pacientes con LLA de estirpe T, la via de NOTCH surgié como una Impulsor clave
del desarrollo de la misma. Desde entonces, se le atribuye propiedades oncogénicas y

supresoras de tumores [6]

Se ha informado que el tratamiento previo con el anticuerpo bloqueador NOTCH 2

sensibiliza a HSPC a los estimulos movilizadores de G-CSF y AMD3100 con un
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aumento de 3 a 4 veces en la movilizacidn sin afectar la homeostasis y auto-renovacion
de la stem cell de médula 6sea en general. Ademas, se demuestra que la sefializacion
de NOTCH regula directamente la expresiéon de CXCR4 y, por lo tanto, el bloqueo
transitorio de Notch2 disminuye la concentracion de CXCR4 y aumenta el ciclo celular.
De acuerdo con estos hallazgos, el bloqueo transitorio de Notch 2 conduce a un mayor
inicio de stem cell a la médula ésea y a una ventaja competitiva de repoblacién de los
progenitores con una mejor recuperacion de los elementos hematopoyéticos. Para
examinar los efectos del bloqueo de sefializacion de NOTCH en la salida de células
madre hematopoyéticas, se realizé un estudio en el que se aplicd el anticuerpo de
blogueo NOTCH o el anticuerpo de control de tipo a ratones de tipo salvaje (Nativo). El
bloqueo de sefalizacion de NOTCH 2 transitorio promueve la salida de células madre
hematopoyéticas en respuesta a la movilizacion de reactivos. Una dosis Unica de anti-
Notch2 seguida de G-CSF o AMD3100 dio como resultado un 56% y 111% aumento en
el recuento de glébulos blancos (GB) en comparacion con cualquier reactivo solo. Sin
embargo en este estudio no se observé ningun cambio significativo en las células

troncales hematopoyéticas circulantes en ratones que recibieron anti-Notch1 [

El impacto exacto de la sefalizacion mediada por NOTCH en la génesis de tumores
esta justificado y es probable que guie el desarrollo de agentes especificos contra el

cancer mas potente, dentro de esta nueva era de medicina con tratamientos dirigidos.
[6]

Se sabe ademas que la hiperactivacion de la ruta NOTCH induce muchos genes,
incluido el factor de transcripcion oncogénico Myc y el represor transcripcional Hes 1,
cada uno requerido para la leucemogénesis de células T dirigida por ICN1 en ratones.
La frecuencia de activacion de la ruta NOTCH en ALL T en humanos sugiere varias

estrategias para una intervencion terapéutica dirigida. [l

Mas del 50% de las lineas de células ALL T humanas muestran mutaciones NOTCH 1
"activadoras”, aunque estudios mas recientes sugieren que estas mutaciones pueden
no ser suficientes para el desarrollo de la misma, esto nos ofrece un panorama sobre la

patogénesis y las implicaciones de esta via en el proceso de la fisiopatologia de la



enfermedad, y por lo tanto pudiera ser Gtil como un factor prondstico en los pacientes
pos trasplantados. ["]

La sefalizacion de NOTCH es un determinante importante del mantenimiento de las
células madre en muchos canceres diferentes. Las células madre estan ubicadas en un
nicho dependiente del contexto de los componentes del microambiente tumoral. Esta
observacion esta respaldada por observaciones in vitro en tumores que muestran que
la sefializacion se activa en las células cancerosas por ligandos presentados por el
nicho vascular. En diferentes configuraciones, Jagl desempefia un papel importante en
la interaccion de las células madre del cancer con el nicho. Por ejemplo, en los linfomas
de células B, NOTCH refuerza el fenotipo agresivo y la resistencia a la quimioterapia.
La sefalizacion de NOTCH es, por lo tanto, una via importante que media la interaccion
entre las células madre del cancer y su nicho, no solo en la linea hematopoyética sino

en varios tipos de cancer

En general, la transmision de la sefial de NOTCH implica esencialmente el contacto
fisico entre las células. Ademas, la activacion de linfocitos T mediada por el receptor de
células T también puede conducir a la liberacion de ligando independiente de la
sefalizacion de NOTCH. Este mecanismo del procesamiento del receptor en la
activacion de NOTCH independiente del ligando, ha sido descrito para ser activado a
través de sefales internas de la célula. La sefalizacion NOTCH no canonica se informo
por primera vez en Drosophila por su papel en la guia de axones, la sefalizacion
NOTCH no candnica y no nuclear se produce en las células T para prevenir la pérdida
de la funcion mitocondrial y el consiguiente dafio nuclear para promover la

supervivencia de las células®

Por otro lado la sefalizacion de NOTCH tiene un papel en la mayoria de los 6rganos.
Algunos de los érganos en los que la sefalizacion NOTCH desregulada es vinculada a

la enfermedad, podrian brindar oportunidades para la intervencion terapéutica.

Actualmente, una limitacion en el campo es la escasez de agentes, en particular
anticuerpos especificos y buenos para cada uno de los receptores activados, para

permitir una visualizacion eficiente de la sefalizacion activa de NOTCH in vivo. Esto
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restringe nuestra capacidad para medir niveles de activacion de NOTCH en la actividad
clinica. El Perfil de expresion génica puede proporcionar un enfoque alternativo para
revelar la sefializacion de NOTCH activo, pero este método se complica por el hecho
de que el transcripto parece ser bastante diverso a través de diferentes tipos de

células.

En el sistema hematopoyético, NOTCH tiene roles criticos en diversos pasos de
diferenciacién en el sistema hematopoyético, influye en el desarrollo de células madre
hematopoyéticas fetales, compromiso con el linaje linfoide, desarrollo, destino celular, y

la decision en los linajes mieloide y eritroide.

La sefializacion de NOTCH reducida en ratones se asocia con un aumento de la
acumulacion de progenitores de monocitos de granulocitos, que conduce a un fenotipo
similar a la leucemia. NOTCH también ha sido implicado como un regulador de la
regeneracion hematopoyética, es por eso que se deduce que tiene un papel importante
en el injerto de los pacientes posterior al trasplante de células troncales
hematopoyéticas. Ademas, la pérdida de NOTCH 1 Y NOTCH 2 en la médula 0sea
conduce a un desorden mielo proliferativo o linfoproliferativo, pérdida de la autonomia

celular, lo que seria una célula madre NO trasplantable [1]

Estas observaciones identificaron a Notch como un componente importante del nicho
hematopoyético que mantiene la regulacidon osteoblastica de la stem cell. Es
importante determinar si dichos hallazgos se replican en humanos, sobretodo en el
contexto de los pacientes sometidos a trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas, conocer si la expresion de NOTCHL1 influye en el tiempo de injerto en
los pacientes sometidos a trasplante, ya que el mejor conocimiento sobre la biologia
de esta via de sefializacibn puede ser utilizado para desarrollar estrategias
innovadoras para la seleccion de donantes, con el objetivo de mejorar el efecto del
injerto, reducir dias de estancia hospitalaria y por lo tanto costos en cuanto al trasplante

de células troncales hematopoyéticas.
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MATERIAL Y METODOS

Se realizdé un estudio observacional, ambispectivo, transversal, comparativo, abierto,
de los pacientes del departamento de Hematologia con diagndstico clinico, morfol6gico,
inmunofenotipico y citoquimico de leucemia, mieloma multiple, linfoma de Hodgkin,
Linfoma No Hodgkin, sindrome mielodisplasico y/o anemia aplasica, que fueron
sometidos a trasplante de células progenitoras hematopoyéticas en el Hospital de
Especialidades del CMN La Raza, bajo consentimiento informado, y como controles se
utilizaron muestras de donadores clinicamente sanos pareados por edad y sexo,
obtenidas de las cosechas de donadores de trasplante alogénico del servicio de
Hematologia del Hospital de Especialidades del CMN La Raza del Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacional La Raza (HE CMNR) durante el periodo
comprendido de Febrero del 2018 a febrero de 20109.

El objetivo principal del estudio fue determinar la expresion de NOTCHL1 en las células
progenitoras hematopoyéticas CD34+ de los pacientes con enfermedades
hematoncologicas sometidos a trasplante de células progenitoras hematopoyéticas, y

su relacion con el tiempo de injerto.

Seleccidn de pacientes. Se incluyeron a los pacientes con diagndstico de diagnostico
clinico de leucemia, mieloma mudltiple, linfoma de Hodgkin, Linfoma No Hodgkin y
anemia aplasica, derechohabientes del IMSS, mayores de 16 afios que pertenecen a la
clinica de trasplante del Departamento de Hematologia del Hospital de Especialidades
del Centro Médico Nacional “La Raza” del IMSS. Que fueron sometidos a trasplante de
células progenitoras hematopoyéticas, que firmaron la carta de consentimiento
informado. No se incluyeron pacientes con pruebas serologicas positivas: VIH, TORCH,
hepatitis By C. Se eliminaron pacientes con la informacién de los expedientes clinicos

incompletos y pacientes que retiraron el consentimiento informado.

Para el tamanio de la muestra se utilizé correlacion entre dos variables numéricas:

obteniendo una n de 14 por grupo, siendo en total 28 pacientes.
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Recoleccién de datos. Se invitd a participar al estudio a todos los sujetos adscritos
departamento de Hematologia con diagndstico de leucemia, mieloma mdaitiple, linfoma
de Hodgkin, Linfoma No Hodgkin, sindrome mielodisplasico y anemia aplasica, que
fueron sometidos a trasplante de células progenitoras hematopoyéticas en el Hospital
de Especialidades del CMN La Raza, durante el periodo de febrero del 2018 a enero
del 2019, todos recibieron informacion oral y escrita acerca de las caracteristicas del
estudio, al firmar el consentimiento informado, se realizé la recoleccion de datos. Se
incluyeron como controles las muestras de donadores clinicamente sanos, pareados,
obtenidas de las cosechas de donadores de trasplante alogénico a quienes se realizo
determinacion de expresion de NOTCH 1 en CD 34+ mediante citometria de flujo.

Andlisis estadistico. Se cre6 una base de datos con las caracteristicas ya
mencionadas de los pacientes para cada grupo analizado. Se realizaron medidas de
tendencia central, Se compararanlas medias o0 medianas de los niveles
de expresion de NOTCHL1 en las células CD34+ de pacientes sometidos a trasplante de
células progenitoras hematopoyéticas (autélogo y alogénico) con la prueba t student,
Para el analisis estadistico de los resultados se utilizd el programa SPSS version 21

considerando una p<0.05 como significativo.
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RESULTADOS

Se analizaron muestras de 39 pacientes a quienes se trasplantaron con células
progenitoras hematopoyéticas entre el 8 de febrero del 2018 y el 24 de enero del 2019,
de los cuales el 53.8% fueron hombres, y el 46.2 % mujeres. La edad de los pacientes

fue entre 19 y 70 afos, con una media de 43.2 afios (DE 1.50).

Género

= Mujeres

= Hombres

Figura 1. Distribucion de pacientes por género.

Los diagnosticos mas frecuentes por el cual se realizd el trasplante fueron mieloma
multiple y linfoma no Hodgkin, ambos en 9 pacientes que representa el 23.1% de la
muestra, respectivamente. El resto de los padecimientos por lo que recibieron el
trasplante fueron: linfoma de Hodgkin en 6 pacientes (15.4%), anemia aplasica,
leucemia linfoide aguda y leucemia mieloide aguda, cada una con 4 pacientes (10.3%),
sindrome mielodisplasico en dos pacientes (5.1%), y leucemia mieloide aguda en un
paciente (2.6%).
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Tabla 1. Se resumen las variables demograficas

Sexo

Mujeres

Hombres

Edad

Diagnasticos

Mieloma muiltiple

Linfoma No Hodgkin

Linfoma Hodgkin

Anemia aplasica

Leucemia linfoide aguda

Leucemia mieloide crénica

Sindrome mielodisplasico

Leucemia mieloide aguda

Tipo de trasplante

Autédlogo

Alogénico

Células CD34" Totales

Células CD34* / NOTCH 1*

Células infundidas CD34*/ NOTCH 1+

18 (46.2%)
21 (53.8%)

42.3 afos (DE 1.5)

9 (23.1%)
9 (23.1%)
5 (15.4%)
4 (10.3%)
4 (10.3%)
4 (10.3%)
2 (5.1%)

1(2.6%)

21 (53.8%)

19 (46.2%)
6.18x10%/kg (DE 2.06)
18.1% (DE 14.19)

13,394.62 células/kg
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(DE 25,650.37).

Tiempo para injerto

Plaquetas 11.1 dias (DE 2.23)
Neutrofilos 12.7 dias (DE 2.51)
Promedio 11.9 dias (DE 1.96)
Edad
801
604
[72) I
18 4-0'l
<
204 —_—
(0] T T
o o
N &
N S
"o X

Figura 2. Edad de pacientes por tipo de trasplante
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Diagnostico

3

LNH

LH

0.0% 5.0% 10.0% 15.0% 20.0% 25.0%

LH MM LNH AA LLA SMD LMMC LMA
MW Seriesl  15.4% 23.1% 23.1% 10.3% 10.3% 5.1% 2.6% 2.6%

Figura 3. Principales diagnésticos en los pacientes sometidos a trasplante

En cuanto al tipo de trasplante de células progenitoras hematopoyéticas, se realizd
trasplante autologo en el 53.8% de los pacientes, y alogénico en 46.2%. Las células
progenitoras hematopoyéticas se cuantificaron por citometria de flujo con el marcador
CD34+, de las muestras analizadas se cuantificaron entre 2.06 x108/kg y 24.52 x106/kg,
con una media de 6.18x10%kg (DE 2.06). La expresion de NOTCH1 fue en promedio
18.1% (DE 14.19), con un minimo de 1.7% y maximo de 60.7%. Fueron infundidas
NOTCH 1*entre 312.12 células/kg y 101,679.80 células/kg, con una media de 13,394.62
células/kg (DE 25,650.37). El tiempo promedio para injerto tuvo una media de 11.9 dias
(DE 1.96) con un minimo de 8 dias y maximo de 15.5 dias, el tiempo para injerto de
plaquetas tuvo una media de 11.1 dias (DE 2.23) con valores entre 7 y 17 dias,
mientras que el tiempo de injerto de neutréfilos tuvo una media de 12.7 dias (DE 2.51)

con un minimo de 7 dias y maximo de 17 dias.
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Tipo TMO

= Autologo

= Alogénico

Figura 4. Tipos de trasplante

Los pacientes con trasplante autdélogo se obtuvo una media de 5.49 x10%/kg (DE 4.7), y
la expresion de NOTCH1 fue en promedio 20.1% (DE 16.7), con un minimo de 1.7% y
maximo de 49.32%. Fueron infundidas entre 312.12 células/kg y 54,419 células/kg, con
una media de 9,360.1 células/kg (DE 20,256.18). El tiempo promedio para injerto tuvo
una media de 11.19 dias (DE 1.92) con un minimo de 8 dias y maximo de 14.5 dias, el
tiempo para injerto de plaquetas tuvo una media de 10.7 dias (DE 2.4) con valores
entre 7 y 17 dias, mientras que el tiempo de injerto de neutrdéfilos tuvo una media de

11.6 dias (DE 1.90) con un minimo de 9 dias y maximo de 15 dias.

Por otra parte, los pacientes con trasplante alogénico se obtuvo una media de células
infundidas CD34+ de 6.98 x10%kg (DE 1.75), y la expresion de NOTCH1 fue en
promedio 17.1% (DE 11.5), con un minimo de 5.8% y maximo de 41.7%. Fueron
infundidas entre 375.26 células/kg y 101,679.80 células/kg, con una media de
18,078.23 células/kg (DE 30,659.82). El tiempo promedio para injerto tuvo una media
de 12.8 dias (DE 1.68) con un minimo de 9.5 dias y maximo de 15.5 dias, el tiempo
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para injerto de plaquetas tuvo una media de 11.5 dias (DE 2.0) con valores entre 9y 15

dias, mientras que el tiempo de injerto de neutréfilos tuvo una media de 14.1 dias (DE

2.51) con un minimo de 9 dias y maximo de 18 dias.

Tabla 2. CARACTERISTICAS EN TRASPLANTE DE CELULAS PROGENITORAS HEMATOPOYETICAS

Sexo

Mujeres

Hombres

Edad

Células CD34"* Totales

Células CD34* / NOTCH 1*

Células infundidas

Tiempo para injerto

Plaquetas

Neutrofilos

Promedio

10 % (47.6)
11 % (52,4)

50.9 afios (DE 12.85)
5.49x10°/kg (DE 4.73)
20.9% (DE 16.7)
9,380 células/kg

(DE 20,254)

10.76 dias (DE 2.4)
11.6 dias (DE 1.9)

11.1 dias (DE 1.96)

9 (47.4%)

10 (52.6%)
32.2 afios (DE 10.5)
6.9x10%/kg (DE 1.75)

17.1% (DE 11.5)
18,078 células/kg

(DE 30,659)

11.5 dias (DE 2.0)
14.1 dias (DE 1.1.92)

12.8 dias (DE 1.68)

<0.001

0.2

0.5

0.2

0.3

0.001

0.009

No se encontraron diferencias en la expresion de NOTCH1 en células CD34* entre los

grupos. Se encontré que el tiempo de injerto en promedio fue menor en el grupo de

trasplante autdlogo encontrando una diferencias significativa (p 0.008), y menor tiempo

de injerto de neutréfilos con una diferencias significativa (p 0.001), con respecto al
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tiempo de injerto de plaquetas no se encontrd diferencias entre los grupos (p=0.3). No

se encontrd correlacidon entre la expresion de NOTCHL1 y el tiempo promedio de injerto

(p=0.78), injerto de plaquetas (p=0.46), ni injerto de neutrofilos (0.82).
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Figura 5. A) Expresion de células CD34 por grupo, B) Expresion de CD34+/NOTCH1+ por grupo,
C) Tiempo de injerto de plaquetas por grupo, D) Tiempo de injerto de neutrdfilos por grupo, E)

Tiempo de injerto promedio (plaquetas + neutréfilos) por grupo.
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DISCUSION

Como se encuentra documentado, la via de sefalizacién Notch esta involucrada en el
control de diversos eventos durante el desarrollo de las células eucariéticas como son
la proliferacion, el crecimiento, la migracién, la diferenciacién y la apoptosis. El sistema
de ligando / receptor Notch es importante para el desarrollo y la regulacién del sistema
de células T y la regulacion de la hematopoyesis normal y leucémica. Los efectos
biolégicos finales de la seleccion de Notch en receptores de células madre son dificiles
de predecir. 3. Notch es una molécula de sefializacion importante para el auto
renovacién de células madre y la determinacién del destino en muchos tejidos.
Incluyendo el sistema hematopoyético. Y se ha documentado que es importante para
el mantenimiento de la inactividad del HSC y la correcta localizacion de nichos. [s]
Actualmente en el desarrollo de herramientas farmacologicas para seleccion de
sefalizacion mediada por Notch se considera a los receptores de trasplantes para
estudios clinicos de estos agentes, esto debido a la dificil prediccion de
comportamiento de esta molécula de sefializacién [3 En este estudio se realizo la
medicion de NOTCH 1 por microlitro en 39 pacientes distribuidos en 2 grupos
sometidos a trasplante de células progenitoras hematopoyéticas autélogo vs alogénico.
Las células progenitoras hematopoyéticas se cuantificaron por citometria de flujo con
los marcadores CD34 y NOTCH 1, de las muestras analizadas la expresion de
NOTCH1 fue en promedio para ambos grupos de 18.1% (DE 14.19), y fueron
infundidas una media de 13,394.62 células/kg (DE 25). Sin embargo el tiempo
promedio para injerto tuvo una media de 11.19 dias (DE 1.92) en el trasplante aut6logo
en comparacion con media de 12.8 dias (DE 1.68) para el trasplante alogénico. El
tiempo para injerto de plaquetas tuvo una media de 10.7 dias (DE 2.4) vs una media de
11.5 dias (DE 2.0), mientras que el tiempo de injerto de neutréfilos tuvo una media de
11.6 dias (DE 1.90) vs una media de 14.1 dias (DE 2.51) en trasplante autélogo y
trasplante alogénico respectivamente.

Estos hallazgos se comparan con el estudio de Delaney et al. En el cual demostraron
gue la expansion de células madre ex vivo redujo el tiempo hasta la reconstitucion de

los neutrdfilos 31 Sin embargo al realizar el andlisis estadistico con la prueba T de
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Student, no se encontrd una diferencia significativas en la expresion CD34 y NOTCH 1
(p=0.5) entre ambos grupos, asi como entre la expresion NOTCH 1 y el tiempo
promedio de injerto (p=0.78), el injerto de plaquetas (p=0.46), y el injerto de neutrofilos
(0.82).

Esto puede deberse a que la sefializaciéon inducida por Notch también es importante
para la linfopoyesis T, la cual se comporta de manera diferente tanto en pacientes con
trasplante autélogo, como en pacientes con trasplante alogénico, pero no se sabe si se
pueden usar estrategias ex vivo o in vivo alternativas para la focalizacion de Notch para
aumentar la linfopoyesis y acortar el tiempo hasta la reconstitucion linfoide y acortar asi
el efecto de CD4 postrasplante. Una estrategia de este tipo puede volverse util en
pacientes trasplantados para aumentar la reactividad de las células T anti leucémicas
del trasplante (Autologo), mientras que seria mas dificil de usar en pacientes
trasplantados con riesgo de EICH grave y potencialmente letal (alogénico). [3]

En nuestro estudio se encontré diferencia significativa en el tiempo de injerto promedio
(neutrdfilos + plaquetas), el cual fue menor en el grupo de trasplante autdlogo (p 0.008),
y menor tiempo de injerto de neutréfilos con una diferencias significativa (p 0.001), con
respecto al tiempo de injerto de plaquetas no se encontré diferencias entre los grupos
(p=0.3). Dentro de las observaciones, se encontré que estos pacientes tuvieron una
infusion de células con mayor expresion (mas no en la cantidad de células infundidas)
de NOTCH 1, 20.9% (DE 16.7) en autologo vs 17.1% (DE 11.5), que si bien no tuvo
una diferencia significativa (p=0.5), puede ser la pauta para mejorar la estrategia de
estudio, ya que las evidencias indican que el sistema de sefializacion Notch esta
frecuentemente desregulado en cancer y, por lo tanto, la importancia de su funcién al
controlar las decisiones del destino celular, incluyendo eventos en el desarrollo,
renovacion de células troncales y diferenciacion en diversos tejidos, su modulaciéon
ofrece una nueva estrategia terapéutica, mismo que significa un campo de
investigacion prometedor para la industria biofarmacéutica en el desarrollo de agentes
antineoplasicos, tales estudios deben ser alentados porque la seleccion de Notch
puede representar una posibilidad Unica para combinar la mejora de la reconstitucién,

la inmunomodulacion y el tratamiento directo contra el cancer (3 [¢]
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CONCLUSION

Al comparar la diferencia en la expresion de CD34 y NOTCH1 entre los pacientes con
trasplante autélogo vs trasplante alogénico no se encontré una diferencia
estadisticamente significativa, por lo que se rechaza la hipétesis y se concluye que la
expresion de NOTCH1 no modifica el tiempo de injerto en los pacientes. Se requiere
de mas estudios para poder identificar como factor prondstico la expresion de
NOTCHL1 para el tiempo de injerto en ambos tipos de trasplante.
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ANEXO |
HOJA DE CAPTURA DE DATOS:

Nombre NSS
Edad Sexo Diagnostico inicial
Tipo de trasplante:  Autélogo Alogénico

NUmero de recaidas

Fecha de:
Trasplante

Fecha de:
Injerto

RESULTADOS:

CD34/NOTCHL1 por pL
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ANEXOIl: FLUOROCITOMETRIA
ANALISIS DE CITOMETRIA DE FLUJO.

Las muestras a analizar (cosecha de células mononucleares) provienen del
procedimiento de aféresis llevado a cabo en el Banco de Sangre, en donde al donador
de células se conecta a una maquina de aféresis que se programa para obtener las

células mononucleares.

A partir de cada una de las muestras se les realizara cuantificacion de células
nucleadas en el equipo Advia 120 marca Siemens para ajustar la cantidad de células a
10%/100uL y poder realizar la tincién utilizando para esta cantidad de células 20uL del
anticuerpo en estudio. Inicialmente a todas las muestras se les realizaran estudios de
inmunocitofluorometria para identificacion de células CD34. Los anticuerpos
monoclonales que se utilizaran para realizar la caracterizacion de las células son: CD
34 7AAD y el marcador de interés para este trabajo: NOTCH 1, ademas de todos los
insumos necesarios para la tincion de superficie de acuerdo a el procedimiento
establecido por el fabricante; todos los anticuerpos monoclonales seran de la marca
Becton Dickinson (San José Cal. EUA). Todos los marcadores se analizaran por
citometria de flujo utilizando el programa “Cell Quest Pro” version 5.1.1 en el citdmetro

de flujo FACSCalibur (BD San José Cal. EUA).
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