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ABREVIATURAS 
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PCR  Reacción en cadena de la polimerasa 

Ph  Filadelfia 

RCC  Remisión citogénetica completa 
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RESUMEN 

 

La leucemia mieloide crónica (LMC) es una neoplasia mieloproliferativa crónica 

que se origina en una célula troncal con inmunofenotipo CD34+CD38-Lin-, y se 

caracteriza por la presencia de una alteración citogenética, el cromosoma 

Filadelfia, que resulta de una translocación recíproca entre los brazos largos del 

cromosoma 9 y 22. Esta translocación produce la proteína quimérica BCR/ABL 

con función constitutiva de tirosina cinasa, causando alteraciones como aumento 

en la proliferación, arresto de la diferenciación, inhibición de la apoptosis y 

cambios en el citoesqueleto, entre otras. La presencia de células troncales 

quiescentes con alta capacidad de auto-renovación, puede explicar el fracaso de 

la quimioterapia dependiente del ciclo celular para erradicar la LMC, con recaída 

posterior en todos los pacientes. El reconocimiento de la fosforilación constitutiva 

derivada de BCR/ABL permitió el desarrollo de fármacos dirigidos selectivamente 

a bloquear la actividad de cinasa, el primero de ellos imatinib (IM), obteniendo 

remisiones hematológicas y citogéneticas completas en la mayoría de los 

pacientes.  

 

Sin embargo, existen reportes de resistencia a IM la cuál reside en la población de 

células troncales hematopoyéticas (CTH), por lo que para poder erradicar 

definitivamente el padecimiento, las terapias deben dirigirse a la detección y 

eliminación de las células troncales neoplásicas, en las cuales reside el origen de 

la enfermedad, razón por la cual se hace necesario identificar moléculas y vías de 

señalización que pudieran ser preferencialmente expresadas en estas células en 

comparación con sus contrapartes normales. En este trabajo se determinaron los 

perfiles de expresión génica de células primitivas hematopoyéticas (CD34+CD38-

Lin- y CD34+CD38+Lin-) de pacientes con LMC antes y después de haber sido 

expuestos a IM para identificar genes y vías de señalización características de 

estas células, y su posible modificación por IM. 

 

Nuestros resultados indican que los perfiles de expresión de las células troncales y 

progenitoras de LMC fueron más cercanos a los de los progenitores normales, 

mientras que las células troncales hematopoyéticas (CTH) normales mostraron los 
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perfiles de expresión más alejado de los otros grupos. Encontramos que los 

perfiles de expresión de CTH y células progenitoras hematopoyéticas (CPH) de 

LMC estaban más cerca unos de otros que los de CTH y CPH de médula normal. 

Los principales procesos biológicos desregulados en las células de LMC incluyen 

la reparación del ADN, el ciclo celular, la condensación cromosómica, la adhesión 

celular y la respuesta inmune.  

 

Los cambios transcripcionales en células troncales y progenitoras normales y de 

LMC en condiciones de cultivo involucran a varios genes que participan en 

procesos como ciclo celular, biosíntesis de esteroides y segregación 

cromosómica, los cuales fueron regulados positivamente, mientras que genes 

implicados en regulación de la transcripción y apoptosis fueron regulados 

negativamente. Curiosamente, estos cambios fueron básicamente los mismos, 

independientemente de la adición de imatinib (IM) al cultivo. Se identificaron tres 

genes PIEZO2, RXFP1 y MAMDC2 expresados preferentemente por células 

primitivas de LMC y son codificantes de proteínas de membrana celular; por lo 

tanto, son biomarcadores potenciales para células troncales de LMC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 
 

ABSTRACT 

 

Chronic myeloid leukemia (CML) is a chronic myeloproliferative neoplasm that 

originates in a stem cell (CD34 + CD38-Lin-), and is characterized by the presence 

of a cytogenetic alteration, the Philadelphia chromosome that results from a 

reciprocal translocation between the long arms of the chromosome 9 and 22. This 

translocation produces the chimeric protein BCR/ABL with constitutive tyrosine 

kinase function, causing alterations such as increased proliferation, arrest of 

differentiation, inhibition of apoptosis and changes in the cytoskeleton, among 

others. The presence of quiescent stem cells with high capacity for self-renewal 

can explain the failure of chemotherapy, dependent on cell cycle to eradicate CML, 

with subsequent relapse in all patients. The recognition of the constitutive 

phosphorylation derived from BCR/ABL allowed the development of drugs directed 

selectively to block the activity of kinase the first of them imatinib (IM), obtaining 

complete hematological and cytogenetic remissions in the majority of patients. 

 

However, there are reports of resistance to IM which resides in the population of 

hematopoietic stem cells (HSC), so in order to permanently eradicate the disease, 

therapies must be directed to the detection and elimination of neoplastic stem cells. 

These stem cells are the disease origin, and therefore, it is necessary to identify 

molecules and signaling pathways that could be preferentially expressed in these 

cells compared to their normal counterparts. In this work, gene expression profiles 

of hematopoietic primitive cells (CD34 + CD38-Lin- and CD34 + CD38 + Lin-) of 

patients with CML were determined, before and after being exposed to IM to 

identify genes and pathways characteristics of these cells, and changes caused by 

IM. 

 

Our results indicate that CML stem and progenitor cell (HPC) profiles were closer 

to those of normal persons, while normal HSC showed the most different 

expression profile of all. We found that CML HSC and HPC gene expression 

profiles were closer to each other than normal marrow HSC and HPC. The main 

biological processes deregulated in CML cells include DNA repair, cell cycle, 

chromosomal condensation, cell adhesion and immune response. 
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Transcriptional changes in normal and CML HSC and HPC under culture 

conditions involved several process such as cell cycle, steroid biosynthesis and 

chromosomal segregation, which were positively regulated, while genes involved in 

transcription regulation and apoptosis were negatively regulated. Interestingly, 

these changes were very similar, regardless of the addition of IM to the culture. 

Three genes, PIEZO2, RXFP1 and MAMDC2 were preferentially expressed by 

CML primitive cells and encode cell membrane proteins; therefore, they are 

potential biomarkers for CML stem cells. 
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INTRODUCCIÓN 

 

HEMATOPOYESIS 

 

La hematopoyesis es el proceso por el cual se generan las células sanguíneas 

que existen en circulación y pueden ser reconocidas morfológicamente. Cada 

célula es altamente especializada en términos estructurales, funcionales y de 

expresión génica y proteica. Los glóbulos blancos (leucocitos), están involucrados 

en la protección contra agentes invasores y se dividen en dos clases: las células 

mieloides (monocitos, macrofagos neutrófilos, basófilos y eosinófilos) y las células 

linfoides (linfocitos T, linfocitos B y células NK). Los otros dos tipos principales de 

células sanguíneas son los glóbulos rojos (eritrocitos o hematíes), encargados de 

transportar el oxígeno desde los pulmones a los tejidos y las plaquetas, elementos 

vitales en la respuesta a reparación de roturas en los vasos sanguíneos (Kohn et 

al, 2005)  

 

Debido a que las células sanguíneas tienen un tiempo de vida relativamente corto 

(por ejemplo: 120 días para eritrocitos o un día para granulocitos), un gran número 

de estas células son destruidas y renovadas diariamente (miles de millones de 

glóbulos blancos y cientos de miles de millones de globulos rojos). Esta pérdida es 

compensada, gracias a la actividad del sistema hematopoyético y a la presencia 

de una población de células primitivas inmaduras conocidas como Células 

Troncales Hematopoyéticas (CTH), encargadas del proceso de hematopoyesis, 

activo desde el inicio de la vida fetal y que genera cerca de 2 x 1011 eritrocitos y 

1010 células blancas por día (Orkin, 1996).  

 

Durante el desarrollo de los mamíferos, la hematopoyesis ocurre en etapas 

secuenciales que permiten la formación de la sangre primitiva y luego la definitiva. 

Estas etapas son temporal y anatómicamente distintas, invocando reguladores 

celulares y moleculares únicos. La formación de células sanguíneas primitivas 

ocurre temprano durante la vida fetal, con progresión coordinada de sitios 

extraembrionarios a intraembrionarios de la hematopoyesis. Dentro del embrión, la 
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hematopoyesis definitiva experimenta transiciones en el desarrollo; las CTH que 

surgen de la región aorta-gónada-mesonefros (AGM) migran primero a la placenta 

y al hígado fetal, y luego al bazo. Con el tiempo, la hematopoyesis se desplaza 

hacia la médula ósea, donde la formación homeostática de sangre se mantiene 

postnatalmente (Wang y Wagers, 2011).  

 

La hematopoyesis primitiva se detecta por primera vez extra-embriónicamente en 

el saco vitelino, tempranamente en el día embrionario 7.5 (E7.5) en ratones y 30 

días después de la concepción (dpc) en humanos. Aunque existe evidencia de que 

las células aisladas del saco vitelino pueden reconstituir la hematopoyesis 

completamente, recientemente se ha puesto de manifiesto que las CTH 

multipotentes también emergen directamente de la región AGM (a E10.5 en 

ratones y 4 semanas después de la concepción (spc) en humanos, para iniciar la 

hematopoyesis definitiva En mamíferos, la hematopoyesis se desplaza desde la 

región AGM a la placenta y al hígado fetal aproximadamente en E11 – E12 en 

ratones y por 5 spc en humanos. La hematopoyesis en ratones se desplaza hacia 

el bazo hacia E14 y comienza a desplazarse hacia la médula ósea hacia E18; en 

humanos, se mueve desde el hígado fetal a la médula ósea a 12 spc. En el 

nacimiento en los humanos, la médula ósea mantiene en gran parte la 

hematopoyesis, y la hematopoyesis multilinaje extramedular no es posible, salvo 

en casos de patología como en leucemias. Por el contrario, en ratones la 

hematopoyesis en el bazo persiste durante varias semanas después del 

nacimiento (Figura 1) (Wang y Wagers, 2011). 
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Figura 1.- Hematopoyesis en el ratón. (A) La hematopoyesis ocurre primero en islas sanguíneas 

en el saco vitelino (Yolk sac) y más tarde en la región aorta-gonada mesonefros (AGM), placenta e 

hígado fetal (Fetal liver). Las islas sanguíneas (blood islands) del SV se visualizan mediante tinción 

de LacZ de la expresión del embrión transgénico GATA-1-LacZ. AGM y Fetal liver se tiñen con 

LacZ en Ratones Runx1-LacZ knockin. (B) La hematopoyesis en cada localización favorece la 

producción de linajes sanguíneos específicos. Abreviaturas: ECs, células endoteliales; RBC 

glóbulos rojos; LT-HSC, células troncales hematopoyéticas de repoblación a largo plazo; ST-HSC, 

células troncales hematopoyéticas de repoblación a corto plazo; CMP, progenitor mieloide común; 

CLP, progenitor linfoide común; MEP, progenitor de megacariocitos/eritrocitos; GMP, progenitor de 

granulocitos / macrófagos. (C) Las ventanas de tiempo de desarrollo para los sitios cambiantes de 

hematopoyesis. Tomado de Orkin y Zon, 2008. 

 

Las CTH adultas residen dentro de nichos en la médula ósea y estos se definen 

como el microambiente específico que alberga anatómicamente a las CTH y 

gobierna su destino, ya que el nicho juega un papel fundamental en la regulación 

de la sobrevivencia y  capacidad de auto renovación de las CTH, protegiéndolas 
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del agotamiento y evitando su excesiva proliferación. Se han propuesto diferentes 

tipos de células como supuestos constituyentes del nicho, pero su función 

integrada todavía no se conoce. Los mecanismos por los cuales se regula el 

comportamiento de las CTH en el nicho incluyen contactos célula-célula, 

interacción y la producción de factores de crecimiento, citocinas y proteínas de la 

matriz extracelular. El nicho es una entidad dinámica que refleja y responde a las 

necesidades del organismo (Lymperi et al, 2010) (Figura 2). 

 

 

 

Figura 2.- El nicho de las células troncales hematopoyéticas. Las CTH se encuentran 

adyacentes a los sinusoides en la médula ósea, donde las células endoteliales y las células 

estromales mesenquimales promueven su mantenimiento. Otros tipos de células que regulan el 

nicho de las CTH incluyen nervios simpáticos, células de Schwann no mielinizantes, macrófagos y 

osteoclastos. La matriz extracelular y el calcio también regulan las CTH. Los osteoblastos no 

promueven directamente el mantenimiento de las CTH pero sí promueven el mantenimiento y 

quizás la diferenciación.de ciertos progenitores linfoides secretando CXCL12 y probablemente 

otros factores. CAR: Células reticulares abundantes en CXCL-12, SCF: Factor derivado de células 

estromales. Tomado de Morrison y Scadden 2014. 
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El sistema hematopoyético puede ser dividido en cuatro compartimentos, con base 

al grado de madurez de las células que lo conforman y a los distintos linajes 

celulares que de él se generan. El primer compartimiento, corresponde a las 

células más primitivas, llamadas CTH. Estas células tienen dos características 

funcionales que las distinguen: son capaces de auto-renovarse (al dividirse, por lo 

menos una de las células hijas conserva las propiedades de la célula original) y 

son multipotenciales (pueden dar origen a los distintos linajes sanguíneos). Las 

CTH corresponden al 0.01% del total de células nucleadas presentes en la médula 

ósea, por lo que su estudio puede verse limitado desde el punto de vista práctico. 

Sin embargo, gracias a los estudios realizados hasta ahora, sabemos que estas 

células tienen morfología linfoblastoide, expresan antígenos como CD34, CD90, 

CD117 y CD133 y carecen de la expresión de antígenos de linajes específicos, 

como CD3, CD4, CD8, CD19, CD20, CD33, CD38, CD45, CD57, CD71, 

Glicoforina A (Mayani et al, 2010; Figura 3). 

 

 

Figura 3.- Jerarquía en el sistema hematopoyético. El sistema hematopoyético se divide en 4 

compartimentos, el primero corresponde al de las células troncales cuya característica es la 
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multipotencialidad y auto-renovación. El segundo compartimento está formado por las células 

progenitoras, las cuales han perdido la capacidad de autorenovación pero conservan su capacidad 

de dar lugar a distintos linajes. El tercer compartimento lo forman las células precursoras todavía 

inmaduras pero ya con características propias de su linaje y el cuarto compartimento lo componen 

las células maduras que observamos en circulación. LT-HSC: células troncales hematopoyéticas 

de repoblación a largo plazo, ST-HSC: células troncales hematopoyéticas de repoblación a corto 

plazo, MPP: progenitor multipotente, CMP: progenitor mieloide común, GMP: progenitor de 

granulocitos y macrofágos, MkEP: progenitor de magacariocitos y eritrocitos, ELP: progenitor 

linfoide temprano, CLP: progenitor linfoide común, T: linfocitos T, B: linfocitos B, Nk: natural killer, 

D: células dendríticas, G: progenitor de granulocitos, M: progenitor de macrófagos, Mk: progenitor 

de megacariocitos, E: progenitor eritroide, e: eritrocitos, p: plaquetas, n: neutrófilos, b: basófilos, e: 

eosinofilos. Tomado de Mayani 2010. 

 

Las CTH dan origen a células progenitoras hematopoyéticas (CPH), las cuales 

han perdido su capacidad de auto-renovación, pero conservan su potencial 

proliferativo. Estas pueden ser multipotenciales, o bien, pueden estar restringidas 

a dos (bipotenciales) o a un solo linaje (monopotenciales). Las CPH constituyen el 

segundo compartimiento del sistema hematopoyético, el cual corresponde a 

<0.5% del total de células de la médula ósea; comparten ciertas características 

inmunofenotípicas con las CTH, como la expresión del antígeno CD34, sin 

embargo, presentan patrones de expresión de marcadores celulares muy 

particulares, de acuerdo al linaje al que pertenecen. Las CPH dan lugar a células 

precursoras reconocibles por su morfología (tercer compartimiento), las cuales, a 

pesar de ser inmaduras, pueden ser identificadas en frotis de médula ósea a 

través de microscopía de luz. Las células precursoras constituyen la gran mayoría 

de las células de la médula ósea (>90% de las células hematopoyéticas residentes 

en la cavidad medular). Finalmente, los precursores hematopoyéticos al madurar, 

generan a las células sanguíneas circulantes (cuarto compartimiento) (Mayani et 

al, 2010; Figura 3). 

 

La CTH fue la primera célula troncal en ser identificada, y sigue siendo la mejor 

estudiada. El aislamiento y la caracterización de la CTH han sido facilitados por el 

desarrollo de los transplantes de CTH y la reconstitución del sistema 

hematopoyético en ratones irradiados, las cuales ofrecen el estándar de oro para 

la auto-renovación a largo plazo y el potencial multilinaje in vivo. En estos ensayos 
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de trasplantes, los aspirados o cultivos de médula ósea se inyectan vía 

intravenosa en animales para evaluar su capacidad para reconstituir el sistema 

hematopoyético. (Warren y Rossi, 2009) 

 

Los hallazgos de la biología de células troncales han proporcionado nuevos 

conocimientos en la biología del cáncer, enfatizando la relación entre las células 

troncales y las células tumorales postulando que los tumores pueden contener 

algunas células troncales cancerígenas, que son células raras con un potencial de 

proliferación indefinido y capaces de mantener el crecimiento de los tumores. Las 

leucemias son cánceres de la sangre, y el sistema hematopoyético es uno de los 

mejores tejidos para estudiar a las células troncales leucémicas, debido a que su 

contraparte normal representa una población celular bien caracterizada (Passegue 

et al., 2003). 

 

LEUCEMIA MIELOIDE CRÓNICA 

 

La leucemia mieloide crónica (LMC) corresponde al 15%-20% de las leucemias en 

adultos y tiene una incidencia de 1 a 2 casos por 100 000 habitantes en los 

Estados Unidos. Tiene una razón de 1.3 a 1 en hombres con respecto a mujeres y 

su incidencia aumenta conforme a la edad. La edad media en la que se presenta 

esta enfermedad es a los 67 años (Hehlmann et al., 2007). En México no se 

cuenta con datos epidemiológicos de esta enfermedad; sin embargo, según datos 

proporcionados por hematólogos del país, se ha calculado que existen alrededor 

de 80,000 casos de leucemia, de los cuales 10% corresponde a LMC. La 

incidencia anual aproximada es de 1.5 casos por cada 100,000 habitantes, con 

una mediana de edad cercana a los 45 años, al momento del diagnóstico (Chávez-

González et al., 2009) 

 

La LMC es una neoplasia mieloproliferativa crónica con origen en una célula 

troncal multipotencial (CD34+CD38-Lin-). Esta enfermedad está caracterizada por 

la presencia de una alteración citogenética evidente en todas las células, el 

cromosoma Filadelfia (Ph+) (Vardiman, 2009) que resulta de una translocación 
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recíproca entre los brazos largos del cromosoma 9 y 22 t (9; 22) (q34; q11). Esta 

translocación transporta un segmento del gen ABL del cromosoma 9q34 en la 

región del clúster de rompimiento del gen BCR en el cromosoma 22q11 (Figura 4). 

Este evento crea un gen híbrido BCR/ABL que se transcribe a un ARN mensajero 

quimérico BCR/ABL que subsecuentemente se traduce en una proteína quimérica 

llamada BCR/ABL, con actividad constitutiva de tirosina cinasa (Faderl, et al 1999).  

 

El tipo de leucemia Ph+ que resulta de la translocación depende de la isoforma 

creada por el tipo de rompimiento y fusión. La isoforma p210 predomina y es 

asociada a un 95% de los casos de LMC y a un tercio de los casos de leucemia 

linfoblástica aguda de células B (LLA-B). Una segunda isoforma es p190 y 

corresponde a los dos tercios restantes en LLA-B y solo un pequeño número de 

casos de LMC. La isoforma p230, la cual tiene una baja actividad de tirosina 

cinasa comparada con p190 y p210, se ha asociado con una rara clase de 

leucemias neutrofilicas crónicas aunque la razón puede tener más que ver con la 

disposicion genética individual o los sesgos de selección (Sullivan et al., 2010) 

(Figura 4). 
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Figura 4.- Variantes de BCR/ABL y asociación con tipos de leucemia. (A) Ubicaciones de la 

puntos de corte en los genes ABL y BCR y (B) estructura de los transcritos de ARNm  de BCR/ABL 

quimérico derivados de las diversas rupturas. La proteína BCR/ABL p185 se asocia principalmente 

con leucemia linfoblastica aguda (LLA), BCR/ABL p210 con leucemia mieloide crónica (LMC) y 

BCR/ABL p230 con leucemia neutrofilica crónica (LNC). Las variantes incluyen diferentes 

longitudes de la secuencia BCR, incluyendo p230 la mayor cantidad de secuencia BCR. (C) 

Dominios funcionales de p210 BCR/ABL. Algunos de los dominios importantes de BCR/ABL p210 

son mostrados, como el dominio de oligomerización (motivo de bobina enrollada), la tirosina 177 

(sitio de unión Grb-2), el dominio de unión a SH2 rico en fosfoserina/treonina, y el dominio rho-GEF 

(similar a DBL) en la parte BCR, y las regiones regulatorias homologas a SRC SH1, SH2 y SH3 

(dominio de tirosina cinasa), la señal de localización nuclear (NLS) y los dominios de unión a ADN 

y actina en la parte ABL. La región ABL de todas las variantes de BCR/ABL contiene dominios de 

homología a Src (SH3 y SH2). Las tres variantes tienen un dominio de dimerización (DD) y 

dominio serina / treonina cinasa (P-S / T). P210 y P230 tienen dominios DBL y PH. Además, P230 

tiene un dominio de unión calcio/fosfolípido (CalB) y un dominio GapRac. Tomado de Inokuchi, 

2001. 
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La historia natural de la LMC es bifásica o trifásica e incluye: una primera fase 

indolente crónica (FC) que se caracteriza por una expansión masiva del linaje 

granulocitico en todas las etapas de maduración, seguida por una fase acelerada 

(FA) ocasionalmente imperceptible y finalmente una fase de explosión o crisis 

blástica (FB), la cual se caracteriza por un bloqueo en la diferenciación del linaje 

granulocitico, resultando en la acumulación de 30% o más de blastos mieloides en 

médula osea, sangre periférica y tejidos extramedulares (Sawyers y Shah, 2005).  

 

Al igual que en la hematopoyesis normal, en la LMC el sistema hematopoyético 

está organizado de una manera jerárquica, en la cual las células maduras 

circulantes provienen de precursores inmaduros morfológicamente reconocibles. 

Estas células a su vez, se originan de progenitores, los cuales se originan de una 

pequeña población de células troncales capaces de auto-renovarse y diferenciarse 

en varios linajes (Mayani, 2007) (Figura 5).  

 

 

Figura 5.- Hematopoyésis leucémica. Similar a la hematopoyesis normal, en la leucemia existe 

una jerarquía en la cual las células troncales leucémicas se encuentran en el ápice, se caracterizan 

por autorenovarse y ser multipotentes; estas células dan lugar a los progenitores los cuales pierden 
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autorenovación y conservan multipotencialidad. Después se encuentra el compartimento de célula 

precursoras y al final el de células maduras. El cromosoma Filadelfia Ph+, se encuentra presente 

en las células troncales y en la mayor parte del linaje mieloide. LT-HSC: células troncales 

hematopoyéticas de repoblación a largo plazo, ST-HSC: células troncales hematopoyéticas de 

repoblación a corto plazo, MPP: progenitor multipotente, CMP: progenitor mieloide común, GMP: 

progenitor de granulocitos y macrofágos, MkEP: progenitor de magacariocitos y eritrocitos, ELP: 

progenitor linfoide temprano, CLP: progenitor linfoide común, T: linfocitos T, B: linfocitos B, Nk: 

natural killer, D: células dendríticas, G: progenitor de granulocitos, M: progenitor de macrófagos, 

Mk: progenitor de megacariocitos, E: progenitor eritroide, e: eritrocitos, p: plaquetas, n: neutrófilos, 

b: basófilos, e: eosinofilos. Modificado de Mayani 2010. 

 

CÉLULAS TRONCALES LEUCEMICAS 

 

El primer trabajo en identificar la función de las células troncales como el origen 

del cáncer se realizó en leucemias, y se llevo a cabo en leucemia mieloide aguda 

(LMA). En dicho trabajo, se demostró que células troncales con fenotipo 

CD34+CD38-, similar a las CTH normales que repoblaban ratones con 

inmunodeficiencia severa combinada (SCID por sus siglas en inglés), eran 

capaces de transferir la LMA en la misma cepa de ratón, generando células de 

varios linajes. Estos datos sugirieron que las células primitivas normales eran 

blanco de transformación leucémica antes que las células progenitoras, por lo que 

se sugirio que la LMA seguía un modelo jerárquico (Bonnet y Dick, 1997).  

 

En el caso de la LMC, también se ha descrito que corresponde a un padecimiento 

que se origina de una célula troncal en la cual se ha visto la expresión de 

BCR/ABL, dicha célula troncal leucémica tiene algunas propiedades similares de 

la CTH normal, como la capacidad de auto-renovación. Aislando diferentes 

subpoblaciones de células CD34+ de pacientes con LMC, se encontró que las 

células en las subpoblaciones CD34+38- correspondiente al compartimento 

troncal y CD34+38+ correspondiente al compartimento de progenitores, 

presentaron mARN codificante para BCR/ABL (Maguer-Satta et al., 1996).  

 

Además, se ha identificado que dentro de estas células troncales leucémicas, 

existe una subpoblación de células troncales altamente quiescentes presente en 
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todos los pacientes en FC de LMC. Esta célula tiene un fenotipo primitivo (CD34+ 

CD38- HLADR- CD45RA- CD71-) y puede inducir reconstitución hematológica 

Ph+BcrAbl+ después de trasplantarse en ratones inmunocomprometidos, lo que 

sugiere que in vivo el estado de reposo es sólo temporal y reversible en 

circunstancias específicas. La presencia de células troncales quiescentes con alta 

capacidad de auto-renovación, puede explicar el fracaso de la quimioterapia 

dependiente del ciclo celular para erradicar la LMC, con recaída posterior en todos 

los pacientes. Aunado a lo anterior y a diferencia de sus contrapartes normales, 

las CTH de LMC se caracterizan por la producción autocrina de IL-3 y G-CSF, por 

lo tanto, son capaces de sobrevivir y proliferar en ausencia de factores de 

crecimiento exógenos. Interesantemente, la producción autocrina de IL-3 se 

enciende de forma simultánea en cuanto las células en reposo transitan a las 

fases activas del ciclo celular (Pellicano y Holyoake, 2007). 

 

OPCIONES TERAPÉUTICAS EN LEUCEMIA MIELOIDE CRÓNICA 

 

Uno de los primeros tratamientos (introducido en 1953) para el tratamiento de 

LMC fue el busulfán, el cual es un agente alquilante y tiene eficacia en el control 

de elevación de glóbulos blancos en un período de varios años. Sin embargo, la 

terapia con busulfan, presentó alta toxicidad en los pacientes, así como riesgo de 

infertilidad, aplasia de la médula ósea, fibrosis hepática y cardiaca. El efecto 

secundario más conocido es la fibrosis pulmonar, y comúnmente se denominada 

"pulmón busulfano." Esta toxicidad parece estar relacionada con la duración de la 

exposición a la droga e inevitablemente los pacientes progresan a FA y FB, con 

una sobrevivencia media de 45 meses (Silver et al., 1999). 

 

Posteriormente, se desarrolló la hidroxiurea, un agente que altera la replicación 

celular en la fase S, como una alternativa más segura para la LMC. Este agente 

proporciona control a corto plazo de los conteos de glóbulos blancos y el tamaño 

del bazo. Las toxicidades asociadas con esta terapia incluyen náuseas, vómitos, 

estomatitis y erupciones cutáneas. Los pacientes progresan a FA y FB con una 

sobrevivencia media de 58 meses. Sin embargo, el busulfán y la hidroxiurea no 
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son específicos para células cancerosas, no eliminan a las células de la médula 

ósea positivas al cromosoma Filadelfia (Ph+) y por lo tanto no inducen remisiones 

citogenéticas en los pacientes (Hehlmann et al., 1993).  

 

El primer fármaco que fue capaz de aumentar el período de tiempo durante el cual 

el paciente puede permanecer en FC, fue en interferón alfa (IFN). Esta molécula 

es un estimulante inespecífico del sistema inmune que aumenta la actividad de 

células T y mostró capacidad de producir una respuesta hematológica completa 

(RHC) en 40% al 80% de los pacientes y una remisión citogenética completa 

(RCC) en más del 26% de los pacientes, respuesta que se tradujo en una 

supervivencia media de más de 89 meses. Sin embargo, como IFN es un 

inmunoestimulante inespecífico, también produce síntomas parecidos a la gripe, 

causa fatiga excesiva y en algunos pacientes, causa depresión (Henkes et al., 

2008).  

 

El reconocimiento de que la actividad aberrante de la proteína BCR/ABL juega un 

papel fundamental en la patogenia de la LMC, ha permitido el desarrollo de 

terapias cuyo objetivo específico es esta proteína. En 1996, Buchdunger y 

colaboradores, realizaron la síntesis de una serie de compuestos que tuvieran la 

capacidad de inhibir la cinasa ABL (Buchdunger et al., 1996). Uno de ellos, 

identificado como 2-fenilaminopirimidina sirvió como punto de partida para otros 

compuestos relacionados, ya que después de algunas modificaciones realizadas 

al compuesto original, se generó STI571 (del inglés Signal Transduction Inhibitor 

571), ahora conocido como Imatinib (Gleevec®, Novartis Pharmaceuticals IM), que 

en estudios in vitro e in vivo demostró tener una actividad inhibidora potente y 

específica contra la cinasa BCR/ABL (Drucker y Lyod, 2001).  

 

IM actúa como un inhibidor competitivo del sitio de unión a ATP, se une 

específicamente a BCR/ABL a través de puentes de hidrógeno que se establece 

con seis residuos de aminoácidos localizados en el sitio activo de ABL, de esta 

manera evita su activación y la fosforilación de los sustratos activados río abajo. Al 

inhibir la actividad de cinasa de BCR/ABL, IM bloquea efectivamente la señal de 
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proliferación dentro de las células leucémicas e induce la muerte celular por 

apoptosis (Drucker et al., 2001; Figura 6). 

 

 

 

 A                                                                                B 

 

Figura 6.- Mecanismo de acción de imatinib (IM). En ausencia de tratamiento (A): la proteína 

BCR/ABL une una molécula de ATP, provocando la fosforilación de diferentes sustratos y la 

consecuente activación de distintas vías de señalización a través de moléculas efectoras. Cuando 

IM es administrado (B): ocupa el sitio de unión del ATP, impidiendo que este pueda unirse. De esta 

manera se inhiben las señales inducidas por la proteína. Tomado de Avilés-Vázquez, 2013. 

 

 

En 1998, estudios clínicos fase I fueron iniciados en tres centros de EUA. Dichos 

estudios tomaron como población de estudio a pacientes con LMC en fase crónica 

que habían sido resistentes al tratamiento convencional. Se utilizaron como 

criterios de respuesta los establecidos por la organización European Leukemia Net 

(ELN), que incluyen los siguientes eventos: remisión hematológica completa 

(RHC), que se refiere a una cuenta leucocitaria normal y desaparición de cualquier 

síntoma de la enfermedad; respuesta citogenética completa (RCC), que implica la 
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ausencia total de metafases Ph+; y respuesta molecular completa (RMC), en 

donde no hay niveles detectables del transcrito de BCR/ABL. La dosis inicial de 

tratamiento fue 25 mg de IM al día sin encontrar respuesta hematológica, por lo 

que se continuó con el escalamiento de dosis hasta 300 mg al día, en donde se 

encontró que el 98% (53/54) de los pacientes presentaron RHC, 13% obtuvieron 

RCC y 14% RMC (Drucker et. al., 2001).  

 

En 1999, tres centros internacionales iniciaron estudios clínicos fase II, en donde 

además de incluir pacientes en fase crónica resistentes al tratamiento 

convencional, también se incluyeron pacientes en crisis blástica. El rango de 

respuesta hematológica en todos los pacientes tratados con 400 mg por día, 

genero RHC hasta en el 95% de los casos y el 41% de ellos presentó RCC. Los 

estudios clínicos de fase III que se realizaron a partir de junio del año 2000, 

demostraron que el tratamiento con IM es más efectivo comparado con el 

tratamiento convencional, además de generar RHC y RCC, retrasando hasta 18 

meses la progresión de la enfermedad de fase crónica a crisis blástica, evento que 

colocó a IM como primera línea de tratamiento para pacientes con LMC alrededor 

del mundo (O’Brien et al., 2003). 

  

En el año 2002, se registraron los primeros casos de resistencia al fármaco, 

reportando el caso de pacientes que no presentaban respuesta hematológica 

completa, ni remisión citogenética mayor, después de 3 y 6 meses de tratamiento 

respectivamente, lo que planteó la necesidad de desarrollar nuevos fármacos  

capaces de actuar con mayor potencia e incluso tener efecto sobre algunas 

mutaciones de BCR/ABL que generaban resistencia a IM, como se menciona más 

adelante en este apartado. Estos fármacos nuevos se denominaron segunda 

generación de inhibidores de tirosina cinasa (ITC) y comprenden a Dasatinib y 

Nilotinib (Sha, 2005).  

 

 Dasatinib (DAS) o BMS-35482 (Sprycel, Bristol-MyersSquibb) es 325 veces más 

potente que IM y tiene actividad sobre 15 mutaciones que se han asociado con 

resistencia. Este fármaco es considerado como un inhibidor dual, porque tiene la 

capacidad de inhibir la cinasa BCR/ABL y miembros de la familia de cinasas SRC 
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(Ramirez y Di Persio, 2008). En el 2005, DAS fue evaluado en estudios clínicos 

fase I en donde se incluyeron 84 pacientes resistentes a IM, 40 en fase crónica y 

44 en fase acelerada-crisis blástica; 88% de los pacientes en fase crónica lograron 

RHC y el 33% de ellos alcanzaron RCC. En el caso de los pacientes en fase 

acelerada-crisis blástica, el 50% lograron RHC. El estudio clínico fase II o estudio 

START (del inglés SRC/ABL Tyrosine Kinase Inhibition Activity Research Trials of 

Dasatinib), desarrollado en 2006, fue dirigido a 288 pacientes resistentes y 99 

pacientes intolerantes a IM y después de 15 meses de seguimiento el estudio 

demostró que el 80% de los pacientes con intolerancia alcanzaron RCC (Copland 

et al., 2008). 

 

En 2010, el estudio clínico fase III o DASISION (del inglés Dasatinib vs Imatinib 

study in treatment-naive CML patients) que evaluó la eficacia y seguridad de DAS 

en dosis de 100 mg (259 pacientes) o de 400 mg (260 pacientes) como 

tratamiento de primera línea, mostró mayor eficacia que IM a los 12 meses, con el 

83% de pacientes en RCC, en relación al 72% en IM. La RCM a los 12 meses se 

presentó en el 46% de los pacientes tratados con DAS, mientras que sólo se 

alcanzó en un 28% de los pacientes del grupo de IM. DAS fue aprobado en 2006 

por la FDA en dosis de 100 mg diarios para pacientes con LMC en fase crónica y 

70 mg dos veces al día para pacientes en fase acelerada o crisis blástica 

(Kantarjian et al., 2010). 

 

El otro ITC de segunda generación es Nilotinib (NIL) o AMN107 (Tasigna; 

Novartis, Basel, Switzerland), que en estudios in vitro demostró ser 20 veces más 

potente que IM y de manera semejante a DAS, tiene la capacidad de inhibir un 

amplio rango de mutaciones presentes en BCR/ABL. Este agente demostró 

mediante el estudio ENESTnd (del inglés Evaluating Nilotinib Efficacy and Safety 

in Clinical Trials Newly Diagnosed patients), realizado en 2010, que en dosis de 

300 y 400 mg tiene una mayor respuesta comparado con 400 mg de IM en 

pacientes de reciente diagnóstico, alcanzando RMC del 30% y 43% después de 6 

y 12 meses de tratamiento respectivamente, comparada con la obtenida con IM 

del 12% y 22% en el mismo periodo de tiempo, lo que condujo a proponer éste 
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agente como primera línea de tratamiento en pacientes con LMC (Golemovic et 

al., 2005; Weisberg et al., 2006). 

 

No obstante y a pesar del éxito de los ITC entre el 20 - 30% de los pacientes con 

LMC no responden al tratamiento inicial y se agrupan como resistentes al 

tratamiento ya que de acuerdo con las especificaciones de la European Leukemia 

Net no son capaces de lograr RHC a los 3 meses ni  RCC y RMC después de 6 a 

18 meses de tratamiento. Algunos pacientes desarrollan resistencia a ITCs, en 

particular en las fases avanzadas de LMC, la cual es generalmente causada por 

mutaciones puntuales en el dominio cinasa de BCR/ABL que reducen sensibilidad 

hacia ITCs, aunque también hay mecanismos de BCR/ABL-independientes de 

resistencia a ITCs que pueden ocurrir (Weisberg et al., 2007).  

 

El transplante alogénico de CTH es actualmente el único tratamiento 

potencialmente curativo, pero se asocia con alta las tasas de morbilidad y 

mortalidad, y no es apta para todos los pacientes. La introducción de IM ha tenido 

un marcado impacto en los resultados en pacientes con LMC. Es un tratamiento 

valioso para todas las etapas de la enfermedad, sobre todo como tratamiento 

inicial de LMC Ph + en fase crónica de diagnóstico reciente, y está respaldada por 

las directrices europeas y de los EE.UU. como una opción de tratamiento de 

primera línea. 

 

 

MECANISMOS DE RESISTENCIA FARMACOLÓGICA EN CÉLULAS 

TRONCALES DE LEUCEMIA MIELOIDE CRÓNICA. 

 

Mecanismos dependientes de BCR/ABL. 

 

Duplicación y Amplificación de BCR/ABL. 

 

La resistencia a IM, asociada a la amplificación del gen BCR/ABL, fue descrito por 

primera vez en líneas celulares de LMC que no presentaban mutaciones en este 
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gen. Aunado a lo anterior, aproximadamente el 3% de los pacientes con LMC que 

son menos sensibles al tratamiento con IM, mantienen una fracción de células 

CD34+ con altos niveles de BCR/ABL, debido a la amplificación del gen o a la 

duplicación del cromosoma Ph. Dicho incremento en la oncoproteína, ha sido 

asociado con una alta producción de especies reactivas de oxigeno (ERO) y la 

consecuente generación de mutaciones en el genoma, incluyendo mutaciones en 

el gen BCR/ABL, lo que también favorece la aparición de sub-clonas resistentes a 

imatinib (Diamond y Melo, 2011; Barnes et al., 2005; Figura 7).  

 

Mutaciones en BCR/ABL 

 

Una de las causas más comunes de resistencia al tratamiento con ITC en los 

pacientes de LMC son las mutaciones puntuales dentro del dominio tirosina cinasa 

de BCR/ABL, donde se ha documentado el 85% de los casos.  De acuerdo con el 

sitio en donde ocurren las mutaciones éstas se han clasificado en cuatro 

categorías: en el sitio de unión a IM, en el sitio de unión al ATP (P-loop), en el sitio 

de activación (A-loop) y en el dominio catalítico (O’Hare et al., 2007). 

  

A la fecha, se han reportado más de 100 mutaciones diferentes que pueden 

afectar a más de 70 aminoácidos, dichas mutaciones no ocurren en la misma 

frecuencia y sólo siete de ellas (M244V, G250E, Y253F/H, E255K/V, T315I, 

M351T, y F359V),  están presentes en el 85% de los casos de resistencia a IM. 

Aunado a lo anterior, ha sido reportado que las mutaciones dentro del dominio 

tirosina cinasa de BCR/ABL no son causadas por los inhibidores de su actividad, 

sino que existen clonas que presentan las mutaciones y logran sobrevivir y 

expandirse aún después de la presión selectiva que ejercen los fármacos durante 

el tratamiento. De las mutaciones descritas a la fecha, la T315I en donde se 

sustituye una Tirosina por una Isoleucina en la posición 315 dentro del sitio de 

unión al ATP, ha mostrado evitar la interacción entre BCR/ABL y cualquiera de los 

ITC antes mencionados: IM, DAS y NIL, y actualmente continúa el desarrollo de 

agentes específicos teniendo como blanco la población portadora de esta 

mutación (O’Hare et al., 2007; Jabbour et al., 2006; Soverini et al., 2006; Figura 7). 
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Figura 7.- Mecanismos de resistencia en la leucemia mieloide crónica. Se ejemplifican los 

mecanismos dependientes de BCR/ABL: duplicación y amplificación de BCR/ABL, mutaciones en 

BCR/ABL. Y los mecanismos independientes de BCR/ABL: deficiencias en la internalización de 

fármacos, Incremento en la expresión de proteínas de resistencia a fármacos, quiescencia, 

producción autocrina de citocinas, activación de nuevas vías de señalización,  protección por 

microambientes favorables e independencia de la actividad de BCR/ABL. Tomado de Chávez-

González et. al., 2013. 
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Mecanismos de resistencia independientes de BCR/ABL. 

 

Deficiencias en la internalización de fármacos. 

 

Una de las causas de resistencia o falla del tratamiento en los sujetos BCR/ABL+, 

es el inadecuado transporte de los fármacos al interior de la célula, de manera que 

no se puede alcanzar la concentración inhibitoria requerida para ejercer su efecto. 

Se ha reportado que el transportador de cationes orgánicos 1 (OCT1) modula el 

transporte de IM al interior de la célula y la concentración intracelular de éste se 

relaciona directamente con la expresión y actividad de OCT1, lo que determina el 

resultado terapéutico (Talpaz et. al, 2006). Estudios en una cohorte de 30 

pacientes, demostraron que los pacientes que no respondieron a IM expresaban 

bajos niveles de transcrito para OCT1, comparados con los que sí tuvieron 

respuesta a IM. Se ha descrito que la absorción y la retención intracelular de IM, la 

actividad de OCT1 y el nivel de expresión de ARNm para OCT1 son 

significativamente más bajos en células CD34+ de pacientes con LMC. La baja 

acumulación de IM en las células primitivas de LMC, mediada a través de la 

reducción de la actividad de OCT1 puede ser un determinante crítico de la 

persistencia de la enfermedad a largo plazo (Li, 2008) (Figura 7). 

 

Incremento en la expresión de proteínas de resistencia a fármacos. 

 

Otro mecanismo que afecta la concentración intracelular de fármacos en las 

células leucémicas, es la salida a través de transportadores de membrana 

pertenecientes la familia ABC. IM, es sustrato de varios miembros de esta familia, 

de los cuales ABCB1 (también conocido como MDR1 o P-glicoproteína) y ABCG2 

(también conocido como proteína resistente a cáncer de mama BCRP) son los 

más relevantes. Los primeros estudios sobre resistencia a IM mostraron que 

líneas celulares BCR/ABL+ resistentes a IM expresan niveles altos de la proteína 

MDR1. Posteriormente, se confirmó que IM es un sustrato de los transportadores 

ABC, tales como ABCB1, y que las variaciones en la actividad o expresión de 
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ABCB1 afecta a la farmacocinética de IM, reduciendo o aumentando su 

biodisponibilidad (Wang et al., 2008). 

 

La bomba de eflujo de fármacos ABCG2, también se ha implicado en la resistencia 

a IM. ABCG2 es un transportador que parece funcionar como  homodímero y es 

capaz de transportar diversos agentes quimioterapéuticos como: doxorrubicina, 

mitoxantrona, topotecan y metotrexato, así como los diferentes ITC. Se ha 

reportado que IM puede ser un sustrato y/o un inhibidor para  ABCG2, que se 

sobreexpresa en muchos tumores humanos y en el caso particular de CTL de 

LMC se ha descrito una alta expresión de ABCG2, disminuyendo la acumulación 

intracelular de IM y favoreciendo la permanencia de las células leucémicas 

(Hamada et. al., 2003) (Figura 7). 

 

Quiescencia. 

 

La quiescencia es una propiedad exclusiva y fundamental de las CTH ya que no 

sólo favorece la protección del compartimento y el mantenimiento de las CTH 

durante largos periodos, sino también protege a las células troncales minimizando 

la acumulación de mutaciones asociadas a la replicación.  En el caso particular de 

las CTL de LMC también se ha reportado la presencia de una población 

CD34+CD38- quiescente (Pyronina low y Hoescht low), que tienen la capacidad 

de reconstituir la hematopoyesis en ratones inmunocomprometidos. Estas células 

quiescentes son Ph+ y pueden salir espontáneamente la fase de quiescencia y 

entrar en un estado de constante proliferación (Holyoake et al., 2001).  

 

Diversos reportes en la literatura, han documentado que las células quiescentes 

de los pacientes con LMC son insensibles al tratamiento in vitro e in vivo con ITC  

y una posible causa de esto es que los niveles del transcrito para BCR/ABL es 300 

veces mayor en las células CD34+CD38-Lin- que en la células más diferenciadas. 

Así mismo, se ha reportado de que los niveles elevados de BCR/ABL reducen 

sensibilidad a IM; además,  el estado de reposo de las CTL de LMC les permite 

evadir los tratamientos de quimioterapia, que están diseñados para eliminar las 

células metabólicamente activas, así como, las terapias dirigidas, lo que 
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contribuye a la recaída cuando el tratamiento con inhibidores de la tirosina cinasa 

se interrumpen (Graham et al., 2002; Figura 7). 

 

Producción autocrina de citocinas.  

 

Factores autocrinos o paracrinos pueden contribuir a la resistencia a 

quimioterapéuticos e ITCs en LMC. Las células primitivas CD34+ provenientes de 

pacientes con LMC producen interleucina-3 (IL-3) y factor estimulante de colonias 

de granulocitos (G-CSF), ambas citocinas estimulan la proliferación celular de una 

manera autocrina y protegen a las células de la muerte por apoptosis inducida por 

IM (Holyoake et. al., 2001). Recientemente se ha descrito que células primitivas 

CD34+ de LMC también producen factor de necrosis tumoral alfa (TNF de 

manera autocrina y en mayores concentraciones que su contraparte normal, 

evento que promueve la sobrevivencia de CTL de LMC mediante la vía de 

NFB/p65 y la expresión de la cadena  del receptor común para IL-3 y GM-CSF 

(CSF2RB).  

 

La inhibición de la estimulación autocrina inducida por TNF genera apoptosis en 

las células CD34+ de LMC, la cual aumenta de manera significativa al emplearse 

tratamiento concomitante con NIL (Gallipoli et. al, 2013).  Así mismo, se ha 

reportado que células progenitoras CD34+ de pacientes con LMC son blanco de la 

IL-33, que también favorece el incremento en la expresión de la cadena ST2 

específica de su receptor, contrarrestando el arresto del crecimiento inducido por 

IM in vitro a través de la activación de la vía STAT5, de manera que la IL-33 puede 

impedir los efectos antiproliferativos de IM en progenitores CD34+ de LMC 

(Levescot et al., 2014) (Figura 7). 

 

Activación de nuevas vías de señalización. 

 

La activación de vías alternas a BCR/ABL, es otro mecanismo de resistencia a ITC 

en células de LMC y en ese sentido, se ha demostrado la activación de la vía de  

señalización inducida por Akt de manera independiente de BCR/ABL. La vía de 
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señalización PI3k/Akt/mTOR ha sido reportada como crucial para la sobrevivencia 

y proliferación de CTL en LMC; además de que se involucra en la generación de 

especies reactivas de oxígeno, contribuyendo así a la transformación por BCR- 

ABL (Burchert et. al., 2005). El residuo de tirosina en la posición 177 dentro de la 

proteína BCR es esencial para la unión de la proteína adaptadora GRB2 y se ha 

demostrado que  BCR/ABL es capaz de activar las vías Ras/Raf/Mek y PI3K/ERK 

a través de este adaptador (Pendergast et al., 1995).  

 

Aunado a lo anterior, la activación de la cinasa Janus (Jak) y la posterior 

fosforilación de varios miembros de la familia STAT se han identificado tanto en 

líneas celulares BCR/ABL+ y en células primarias de LMC en donde contribuyen 

con la capacidad transformante de BCR/ABL (De Groot et al., 1999). La 

sobreexpresión de cinasas como LYN y HCK (miembros de la familia de SRC), 

han sido detectadas en líneas celulares de LMC resistentes a IM y en modelos 

murinos de leucemia, también se ha demostrado que las cinasas SRC LYN, HCK, 

y FGR son necesarias para el desarrollo de LLA tipo B inducida por BCR/ABL 

(Diamond y Melo, 2011) (Figura 7). 

 

Protección por microambientes favorables. 

 

El nicho hematopoyético en la médula ósea sirve como un refugio seguro para las 

CTH, ya que tiene un papel importante en la regulación de procesos de  

diferenciación, migración, proliferación y supervivencia. De manera análoga, las 

CTL envían y reciben señales del microambiente de la médula favoreciendo su 

supervivencia y retención en médula ósea. En este sentido, se demostró mediante 

un modelo de ratón transgénico de LMC en fase crónica (Scl-tTA::TRE-BCR/ABL), 

que células mieloides promueven la diferenciación de células estromales hacia 

osteoblastos, los cuales tenían menos capacidad de soporte para las HSC al 

tiempo que favorecen el desarrollo de CTL de LMC. Este hecho demuestra, que 

las células leucémicas  tienen la capacidad de remodelar el nicho de la médula 

ósea y generar un ambiente más permisivo para el mantenimiento leucémico 

(Weisberg et. al., 2008).  
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Aunado a lo anterior, se ha reportado que moléculas como N-cadherina y Wnt--

catenina, son capaces de proteger a las células troncales y progenitoras 

leucémicas  mediante la inducción de sus vías de señalización ya que utilizando 

co-cultivos de células estromales mesenquimales con células primitivas CD34+ de 

LMC expuestas a ITC, se observo inhibición de apoptosis, mantenimiento del 

potencial de  formación de colonias y capacidad de injerto, demostrando un efecto 

protector de los componentes microambientales aún después del tratamiento. 

Acorde con esta información, también se ha descrito que la oncoproteína 

BCR/ABL inhibe específicamente el eje SDF1-CXCR4 el cual está involucrado en 

el “homing” al microambiente de la médula ósea, mediante mecanismos de 

quimiotaxis. Además se sabe que el tratamiento con IM, restaura la expresión de 

CXCR4 y promueve la migración de células de LMC hacia el estroma de la médula 

ósea, evento que se asocia con un arresto en el ciclo celular en fase G0-G1, la 

inhibición de la proliferación y el aumento de la sobrevivencia de la fracción 

quiescente y que al mismo tiempo se involucra con la falta de respuesta de las 

CTL al tratamiento con ITC (Zhang et. al., 2013). (Figura 7). 

 

Independencia de la actividad de BCR/ABL. 

 

Si bien es cierto la LMC es una patología directamente asociada a la presencia del 

cromosoma Philadelphia y su producto proteico BCR/ABL, mismo que se ha 

asociado con los diferentes mecanismos celulares involucrados en el 

mantenimiento del fenotipo leucémico. Recientemente se ha descrito que aunque 

la mayoría de las células leucémicas (que corresponden a las poblaciones de 

precursores y células maduras circulantes), son dependientes de BCR/ABL y en 

consecuencia son efectivamente eliminadas con el uso de ITC, las fracciones más 

primitivas y específicamente las CTL son independientes de dicha actividad 

(Grahamet. al., 2002).  
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ESTUDIOS DE PERFILES DE EXPRESION EN LEUCEMIA MIELOIDE 

CRÓNICA. 

 

Los microarreglos son una herramienta que permiten analizar el perfil de las 

macromoléculas y sus cambios fisiológicos en una escala genómica. Ésto los 

predispone para su uso en diagnósticos clínicos. Aunque en última instancia, el 

análisis con microarreglos puede aplicarse en el contexto de muchas 

enfermedades, la investigación inicial se ha centrado en la clasificación de los 

subtipos de cáncer (diagnóstico) y en la identificación de marcadores de 

progresión de la enfermedad maligna (pronóstico) (Stratowa, 2007). 

 

A la fecha son pocos los estudios de perfiles de expresión génica realizados en 

LMC. En los primeros ensayos se utilizó a CD133 como marcador de selección de 

CTH, el cual se sabe actualmente que no es específico para éstas. En este 

estudio, que incluyó aspirados de médula ósea de 13 pacientes con LMC en fase 

crónica, fase acelerada y crisis blástica, se analizó la expresión de 3,456 genes de 

los cuales solo se limita al estudio del gen PIASy, un inhibidor de la familia STAT, 

el cual esta subexpresado en fase acelerada y crisis blástica (Ohmine, 2001). 

 

Nowicki y cols. realizaron un estudio comprensivo de la expresión de 12,530 

genes en 15 pacientes de LMC y 7 individuos sanos en el que observaron la 

expresión diferencial de 263 genes, de los cuales 148 estaban sobreexpresados y 

115 subexpresados. Dichos genes están implicados en transducción de señales, 

transactivación génica, ciclo celular, apoptosis, adhesión, reparación de ADN, 

diferenciación, metabolismo y progresión maligna, además de que encontraron 

heterogeneidad y diferencias en la expresión génica entre muestras de médula 

ósea y sangre periférica. Sin embargo, en este estudio se utilizó la fracción 

mononuclear la cual presenta una compleja composición de tipos celulares que 

pueden estar afectando estos resultados (Nowicki et. al., 2003).  

 

En el caso de los estudios de expresión génica asociados al tratamiento con IM, la 

gran mayoría se han realizado en células mononucleares de pacientes de LMC 

tratados o no tratados con IM, por lo que hay una gran heterogeneidad de 
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resultados en los diferentes trabajos y sólo se limitan a explicar un número 

pequeño de genes. Por ejemplo, en un estudio de 91 casos de LMC en diferentes 

fases de la enfermedad, encontraron 3 000 genes asociados, de ellos, la vía WNT-

-catenina, la disminución de la expresión de Jun y Fos, la desregulación de 

cinasas alternativas, tales como Arg (Abl2), y una mayor expresión de PRAME, 

una proteína nuclear que actúa como represor del receptor de ácido retinoico 

(RAR), fueron encontrados involucrados con la progresión de la enfermedad.  Los 

pacientes con LMC que tuvieron una recaída después del tratamiento con IM 

demostraron un patrón de expresión de genes estrechamente relacionados con la 

fase avanzada de la enfermedad (Radich, et al., 2006).  

 

En otro estudio, Frank y colaboradores, evaluaron los perfiles de expresión génica 

de la fracción mononuclear de pacientes tratados con IFN y que presentaron 

resistencia a IM, encontrando cambios en 128 genes, entre ellos algunos 

relacionados con apoptosis (CASP9, HRAS), genes de reparación celular (MSH3 y 

DDB2) y protección contra estrés oxidativo (GSS, PON2, VNN1, ID1), todos ellos 

asociados a los pacientes que presentaron resistencia (Frank et al., 2006). 

 

En cuanto a evaluaciones realizadas en poblaciones celulares purificadas, existen 

aproximaciones en donde se ha utilizado  la fracción CD34+ que incluye a las 

células troncales pero también una mayor proporción de células progenitoras de 

diversos linajes. En uno de los primeros estudios se analizó la expresión de 1,185 

genes comparando las células CD34+ de pacientes con LMC, con células CD34+ 

de individuos sanos, tanto de médula ósea como de sangre periférica. En este 

estudio se encontraron 158 genes diferencialmente expresados, de los cuales 

genes relacionados con ciclo celular y proteosoma se encontraron incrementados, 

mientras que genes de reparación celular y enzimas de destoxificación se 

mostraron disminuidos.  Además, en esta evaluación se detectó subexpresión de 

CXCR4 y plakoglobina, lo cual correlaciona con la salida de precursores 

inmaduros de la médula ósea a circulación. Al encontrar una serie de receptores 

asociados con neurotransmisores seleccionan al receptor de adenosina A1 y 

trataron a las células CD34+ con un antagonista de este receptor y observaron 
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una inhibición en el crecimiento de la población proveniente de LMC (Kronenwett, 

et al., 2005).  

 

Diaz-Blanco y cols. realizaron un estudio similar, analizando 8,746 genes. De ellos 

se encuentran sobreexpresadas vías como MAPK, PI3K/AKT, TGF-, 

hemoglobina fetal, receptor de leptina, TIMP1, NET1, HoxA9 y disminuidas IRF8 

de la vía apoptotica, y selenoproteina 1 (Diaz Blanco, et al., 2007). Las diferencias 

encontradas en ambos estudios sugieren una heterogeneidad dentro de la misma 

población CD34+, aun cuando ya se trata de una población relativamente más 

pura. 

 

De forma mas reciente, Jaras y colaboradores realizaron un estudio de perfil 

transcripcional en células CD34+ de 10 pacientes con LMC fase crónica 

comparados con 6 individuos sanos, en el que identifican a IL1RAP 

sobreexpresada en las células de los pacientes con LMC; así como en células 

CD34+ de sangre de cordón umbilical transfectadas retroviralmente con BCR/ABL. 

Al evaluar la presencia de IL1RAP en células troncales CD34+38- por medio de 

FISH observan que IL1RAP se expresa solo en células troncales de LMC Ph+ y no 

en células troncales que son Ph-. Usando ensayos de citotoxicidad mediada por 

anticuerpo proponen que IL1RAP puede ser un blanco terapéutico para eliminar 

células troncales Ph+ de LMC (Jaras, et. al., 2010). Sin embargo la identificación 

de IL1RAP se hizo en la población CD34+ total, por lo que hasta ahora no se ha 

realizado ningún perfil de expresión exclusivo de la fracción de células troncales 

CD34+38-Lin-. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

 

Se ha demostrado que en la población de células troncales hematopoyéticas 

(CD34+CD38-Lin-) provenientes de pacientes con leucemia crónica se encuentran 

alteraciones númericas y funcionales (Chávez-González, et. al., 2004); además de 

que son capaces de permanecer en estados quiescentes mediante la expresión de 

moléculas inhibidoras del ciclo celular (Moreno-Lorenzana, et al., 2016). Por lo 

tanto, para poder erradicar definitivamente el padecimiento, las terapias deben 

dirigirse a la detección y eliminación de las células troncales neoplásicas, en las 

cuales reside el origen del padecimiento, razón por la cual se hace necesario 

identificar moléculas y vías de señalización que pudieran ser preferencialmente 

expresadas en estas células en comparación con sus contrapartes normales.  

 

Los informes descritos de perfiles de expresión génica de muestras de LMC, 

incluyen varias cohortes muy grandes, utilizan poblaciones heterogéneas de 

células y hasta ahora no se ha evaluado la expresión génica en células troncales 

hematopoyéticas CD34+CD38-Lin- de médula ósea normal y leucémica antes y 

despues del tratamiento con IM por lo que la búsqueda y detección de nuevos 

marcadores, será sin duda trascendental en entender la biología de la 

enfermedad. 

 

PREGUNTAS QUE SE DESEA RESPONDER. 

 

¿Qué genes se expresan diferencialmente entre células troncales 

hematopoyéticas de sujetos sanos y de pacientes con leucemia mieloide crónica, y 

en que vías de señalización participan?. 

¿Existe algún patrón diferencial de expresión después del tratamiento con IM?. 
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OBJETIVO GENERAL. 

 

Determinar los perfiles de expresión génica de células primitivas hematopoyéticas 

(CD34+CD38-Lin- y CD34+CD38+Lin-) de pacientes con leucemia mieloide 

crónica antes y después de haber sido expuestos a imatinib. 

 

 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

 

Determinar por RT-PCR el rearreglo BCR/ABL en las muestras de médula ósea de 

pacientes con LMC. 

 

Purificar las células troncales hematopoyéticas (CD34+CD38+Lin-) y progenitoras 

hematopoyéticas (CD34+CD38+Lin-). 

 

Realizar los microarreglos de las células troncales hematopoyéticas (CD34+CD38-

Lin-) provenientes de pacientes con LMC y sujetos sanos, así como las células 

progenitoras (CD34+CD38+Lin-) después del tratamiento in vitro con imatinib. 

 

Validar mediante RT-PCR en tiempo real algunos de los genes expresados 

diferencialmente entre LMC y muestras de sujetos sanos. 

 

Analizar y establecer vías de señalización y moléculas implicadas en la leucemia 

mieloide crónica. 
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DIAGRAMA EXPERIMENTAL. 
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MATERIAL Y MÉTODOS. 

 

Muestras de pacientes. 

 

Los aspirados de médula ósea de pacientes con LMC empleados en este estudio 

se obtuvieron del Departamento de Hematología del Hospital de Especialidades 

del Centro Médico Nacional La Raza IMSS. Las muestras de médula ósea de 

sujetos hematológicamente sanos se obtuvieron de cirugías de reemplazo de 

cadera en el Hospital General Regional N.2 Villa Coapa IMSS. Las muestras 

fueron obtenidas previo consentimiento informado y bajo los lineamientos 

institucionales correspondientes. El protocolo fue registrado con el número R-

2017-785-043, ante la Comisión Nacional de Investigación Científica del Instituto 

Mexiccano del Seguro Social.   

 

Aislamiento de células troncales y progenitoras. 

 

Las células mononucleares (CMN) se aislaron a partir de 4 ml de muestra de 

médula ósea usando gradiente de Ficoll Paque Plus (GE Healthcare Life 

Sciences). Las células CD34+lin- se enriquecieron usando el kit de 

enriquecimiento de células progenitoras hematopoyéticas humanas Stem Sep 

(Stem Cell Technologies, Vancouver, Canadá). Para ello, se incubaron 100 x 106  

de CMN durante 15 min a temperatura ambiente con un coctel de anticuerpos 

monoclonales para la eliminación de linaje dirigidos hacia moléculas de superficie: 

CD2, CD3, CD14, CD16, CD19, CD24, CD56, CD66b y glicoforina A. Después se 

incubó durante 15 minutos con un anticuerpo secundario acoplado a un coloide 

magnético. Posteriormente las células se pasaron a través de una columna 

inmunomagnética en la cual las células con marcadores de linaje permanecieron 

adheridas, mientras que las células linaje negativas (lin-) fueron obtenidas al eluir 

la columna con PBS adicionado con 10% de suero fetal de bovino (SFB). 

 

Las células CD34+lin- se colectaron en medio StemSpan, se tiñeron con 

anticuerpos CD34 FITC y CD38 APC (eBioscience, San Diego, CA, EE. UU.)  para 
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finalmente separar las poblaciones en células troncales (CD34+CD38-Lin-) y 

células progenitoras (CD34+CD38+Lin-) utilizando un cell sorter BD FACSAria (BD 

Biosciences, San José, CA, EE. UU.). Después de la separación, las poblaciones 

obtenidas se contaron con un hemocitometro, usando azul de tripano y en el caso 

de las células troncales, se colocaron inmediatamente en Trizol (Thermo Fisher 

Scientific) para almacenarse a -80°C hasta la extracción del ARN.  

En el caso particular de los progenitores y posterior al conteo celular, la poblacion 

se dividió en tres partes iguales, una parte se colocó en Trizol y se procedió como 

anteriomente se describió.   

 

Cultivo celular. 

 

La segunda parte de la población progenitora se cultivó durante 48 horas en 

StemSpan Serum-Free Expansion Media (Stem Cell Technologies, Vancouver, 

Canadá ) suplementado con 10 ng / ml de EPO, TPO, Flt-3L, SF, IL6, IL3, G-CSF 

y GM-CSF. La tercera parte se cultivó en las mismas condiciones más 2.5 μM de 

Imatinib (Gleevec Novartis Pharmaceuticals). Después de los cultivos, las células 

se lavaron, se contaron, se colocaron en Trizol y se almacenaron como se 

describo en el apartado anterior. 

 

La línea celular de LMC K562 fue utilizada como control positivo para la 

estandarización de la determinación del transcrito BCR/ABL por RT-PCR y los 

ensayos de efecto de IM. Esta línea celular se deriva de un paciente femenino de 

53 años con LMC en crisis blástica. Para cada ensayo, 100, 000 células por pozo 

fueron cultivadas en medio RPMI suplementado con 10% de SFB, mas IM en 

concentraciones de 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 15 y 20 M. 

 

Extracción de ARN. 

 

El ARN total se extrajo con Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA), a la pastilla de 

células de las distintas condiciones experimentales se adicionaron 750 l de Trizol 
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y se agitaron en vortex hasta disolver por completo la pastilla; adicionalmente, las 

muestras se pasaron por una jeringa de insulina 5 veces para obtener una lisis 

total de las células debido a la baja cantidad de las mismas. Posteriormente, se 

agregaron 200 l de cloroformo (Sigma Aldrich) agitando durante 15 segundos con 

una posterior incubación de 5 minutos, seguida de centrifugación a 12,500 rpm 

durante15 minutos a 4°C.  Derivado de este paso, en la muestra se formaron 3 

fases: una inferior con fenol cloroformo que contiene ADN, una intermedia blanca 

que contiene proteínas y una acuosa superior que contiene ARN. Se recuperó la 

fase acuosa superior en un tubo nuevo de 1.5 ml y se agregaron 500 l de 

isopropanol (Sigma Aldrich).  

 

La muestra se incubó a temperatura ambiente durante 10 minutos y se centrifugó 

a 12,500 rpm durante 10 minutos a 4°C para posteriormente decantar el 

sobrenadante. La pastilla se lavó adicionando 750 l de etanol (Sigma Aldrich), 

mezclando por inversión y se centrifugó a 9000 rpm durante 10 minutos a 4°C, se 

retiró el etanol restante y se resuspendió la pastilla en 20 l de agua libre de 

ARNasas. 

 

Las muestras de ARN se cuantificaron mediante un espectrofotómetro ND-Nano 

ND-1000 (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, E.U.) y la calidad del ARN 

extraído se evaluó utilizando un Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, 

Waldbronn, Alemania) seleccionando las muestras con un RIN superior a 7 para 

realizar los microarreglos. 

 

RT-PCR punto final. 

 

La presencia del transcrito BCR/ABL, se analizó en todas las muestras obtenidas. 

Para ello, se realizó la extracción de ARN a partir de 5 x 106 células 

mononucleares. Del ARN obtenido se utilizó 1 g para generar cADN mediante 

transcripción reversa, utilizando random primers y la enzima M-MLV transcriptasa 

reversa (Invitrogen, Carlsbad California). Se generó una primera mezcla que 

incluía random primers (3 g/l), dNTP mix (10mM), ARN (1 g) y agua libre de 



40 
 

ARNsas. La mezcla se mantuvo a 65°C por 5 minutos y posteriormente se incubó 

en hielo 1 minuto. 

 

Concluido este tiempo, se agregó una segunda mezcla que contenía buffer de 

reacción, DTT 0.1 M y ARNasa (40 U/l) (Invitrogen, Carlsbad California). Esta 

mezcla se mantuvo a 37°C por 2 minutos y se adicionó la enzima M-MLV, para 

finalmente realizar la transcripción reversa utilizando los siguientes parámetros: 

25°C 10 minutos, 37°C 50 minutos y 70°C 15 minutos. 

 

Una vez obtenido el cADN se procedió a la amplificación del transcrito BCR/ABL 

por PCR anidado utilizando la enzima Taq Platinum ADN polimerasa (Invitrogen, 

Carlsbad, CA) y primers específicos. Para ello, se mezcló buffer de PCR, MgCl2 50 

mM, dNTP mix 10 mM, primers específicos (ver tabla 1), agua libre de nucleasas y 

Taq Platinum ADN polimerasa (5U/l) con 2 l de cADN obtenido, utilizando los 

parámetros descritos en la Tabla 1. En todos los casos se utilizó como control 

positivo ARN obtenido de la línea celular K562 y como control negativo agua libre 

de nucleasas. 

 

Tabla 1.- Juegos de primers y condiciones de amplificación del transcrito 

BCR/ABL. 

Transcrito Primers Parámetros de amplificación 

BCR/ABL 

(1ra PCR) 

5’-GGAGTGTTTCTCCAGACTGTTG-3’ 

3’-GAGCGTGCAGAGTGGAGGGAGAACA-5’ 

96°C 5 min, (94°C 30 seg, 61°C 1 min, 

72°C 1 min) 35 ciclos, 72°C 10 min. 

BCR/ABL 

(Anidado) 

5’-TTCAGAAGCTTCTCCCTGACAT-3’ 

3’-GTTGACTGGCGTGATGTAGTTGCTTGG-5’ 

96°C 5 min, (94°C 30 seg, 58°C 1 min, 

72°C 1 min) 30 ciclos, 72°C 10 min 

. 

 

Microarreglos de expresión génica. 
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Para realizar el microarreglo se utilizaron 150 ng de ARN provenientes de cada 

muestra, los cuales fueron procesados utilizando el kit de reactivos Affymetrix 

GeneChip Whole Transcript (WT) PLUS Reagent Kit (Affymetrix, Santa Clara, CA, 

EE. UU.). Se introdujeron 15 μg de cARN en la reacción de cADN del segundo 

ciclo. Posteriormente se introdujeron 5.5 μg de ss-cADN para la fragmentación. 

Cada fragmento de ADN se marcó en el extremo con biotina usando 

desoxinucleotidil transferasa terminal antes de hibridarse en los chips. Los 

cócteles de hibridación se prepararon y se aplicaron a los chips Gene Chip Human 

Gene 1.0 ST (Affymetrix, Santa Clara, CA, EE. UU.). La hibridación se realizó a 60 

rpm durante 16 h a 45° C. Los procesos de lavado y tinción se realizaron con el kit 

de tinción y lavado de expresión Genechip en GeneChip Fluidics Station 450 

(Affymetrix, Santa Clara CA, EE. UU.). Los chips se escanearon utilizando el 

GeneChip Scanner 3000 7G y Affymetrix GeneChip Command Console Software 

(AGCC) (Affymetrix, Santa Clara CA, EE. UU.) para producir archivos de 

intensidad .CEL. 

 

Análisis de microarreglos. 

 

La Affymetrix Expression Console se utilizó para procesar los archivos .CEL 

originales. Los archivos .chp se generaron utilizando el flujo de trabajo RMA-

sketch después de la media de la señal (Median polish) y la normalización de 

datos (método Sketch-Quantile). El análisis de expresión de genes se llevó a cabo 

con el software Affymetrix Transcriptome Analysis Console. Un total de 29,096 

genes se probaron a nivel central para comparar su expresión entre cuatro grupos, 

LMC y controles hematológicamente normales: células troncales T0, células 

progenitoras T0, células progenitoras CTRL (48 h cultivadas sin IM), células 

progenitoras con IM (cultivo 48 horas con IM 2.5 M). Los genes con una tasa de 

cambio ≥ 2 o ≤ -2 y con un valor p ≤ 0.05 se consideraron expresados 

diferencialmente entre cada comparación. La herramienta de Base de datos para 

anotación, visualización y descubrimiento integrado (DAVID) 

(http://david.abcc.ncifcrf.gov/) se utilizó para identificar procesos biológicos que 
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pertenecen genes expresados diferencialmente de acuerdo con la clasificación de 

genes y ontologías. 

 

RT-PCR en tiempo real. 

 

El cADN se generó utilizando transcriptasa inversa M-MLV y random primers 

(Invitrogen, Carlsbad, CA) de ARN de células de cinco pacientes diferentes con 

LMC y cinco pacientes diferentes de cirugía de reemplazo de cadera adultos 

hematológicamente normales de los utilizados en los microarreglos para validar 

los resultados. Se seleccionaron cinco genes para la validación de qPCR usando 

ensayos TaqMan® de genes específicos (Life Technologies, Carlsbad, CA): 

PIEZO2 (Hs00401026_m1), RXFP1 (Hs01073141_m1), CDH2 (Hs00983056_m1), 

ABI3BP (Hs00227206_m1), el gen GAPDH (Hs03929097_g1) sirvió como control 

para la cuantificación relativa. Los experimentos de qPCR se realizaron en un 

termociclador 7900 FAST en tiempo real (Applied Biosystems), las condiciones 

utilizadas fueron: 95°C durante 10 min, 40 ciclos de 95°C durante 10 s y 60°C 

durante 1 min. Todas las muestras se analizaron por triplicado y la tasa de cambio 

de la expresión génica se determinó con el método 2-ΔΔCT usando GAPDH como 

el gen constitutivo. 
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Figura 8.- Diagrama experimental del proyecto. A partir de los aspirados de médula ósea se 

separaron las células mononucleares por medio de Ficoll, posteriormente se enriquecieron células 

CD34+Lin- por medio de columnas inmunomagnéticas. Posteriormente se realizó separación de las 

poblaciones troncal CD34+CD38- y progenitora CD34+CD38+ por medio de cell sorting. La 

población progenitora se cultivo con 2.5 M de IM y después se procedió a la extracción de ARN 

de las diferentes condiciones experimentales por el método de TRIZOL. Las muestras con la 

calidad adecuada se procesaron por microarreglos y se procedió al análisis bioinformático. 
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RESULTADOS.  

 

Extracción de ARN. 

 

En la primera etapa del proyecto, se determinó el número celular mínimo suficiente 

para extraer ARN, para lo cual se realizó la extracción con diferentes cantidades 

de células utilizando la línea celular K562 (Figura 9), encontrando que a partir de 

10,000 células ya se podía obtener ARN suficiente, el cual fue aumentando 

proporcionalmente al incrementar la cantidad de células utilizadas (Tabla 2).  

 

Figura 9.- Extracción de ARN de células K562. Se realizó una curva partiendo de 10,000 células 

hasta 300,000 células. Las imagenes corresponden a 2 geles de agarosa al 2% teñidos con SYBR 

Gold en donde se observan las subunidades 28S y 18S del RNA ribosomal. 

 

 

Tabla 2.- Cuantificación de ARN en relación al número celular de  la línea celular 

K562 

N. Células 10000 20000 50000 75000 100000 150000 200000 250000 300000 

[ ] ARN ng/l 40 48 70 88 104 130 174 232 266 

 

45 52 65 90 120 135 180 228 296 

 Tabla 2.- Se muestran los valores obtenidos por espectrofotometría de la concentración de ARN 

de los diferentes números de células K562.   
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En el caso de la cuantificación de ARN para células troncales de médula ósea 

normal y de pacientes con LMC crónica no fue factible obtener concentraciones 

similares, debido al carácter quiescente y metabólicamente poco activo de esta 

población celular. Ejemplo de ello es la inicial estandarización de la purificación de 

células troncales por medio de columnas inmunomagnéticas con muestras 

provenientes de de sangre de cordón umbilical en donde a partir de 117,000 

células troncales se obtuvo una concentración de 36 ng/l haciendo evidente lo 

anteriormente descrito, comparado con una concentración de 96 ng/l obtenidos a 

partir de 100,000 células K562 (Figura 10). De igual manera ocurrió con las 

muestras de células troncales de LMC por lo que se determinó realizar los cultivos 

con IM en la población progenitora de MON y LMC. 

 

 

Figura 10.- Extracción de ARN de células troncales de sangre de cordón umbilical y K562. La 

figura muestra una imagen representativa de lo obtenido en la extracción de 100,000 células de la 

línea K562 (carril 2) y 117,000 células troncales provenientes de Sangre de Cordón Umbilical (carril 

3). Gel de agarosa al 2% teñido con SYBR Gold. Marcadores de Peso Molecular 50 pares de 

bases (carril 1). 
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RT-PCR en punto final. 

 

Una vez extraído el ARN, se procedió a la estandarización del RT-PCR en punto 

final para la expresión de BCR/ABL utilizando la línea celular K562 como control y 

realizando un PCR anidado para aumentar la sensibilidad del ensayo (Figura 11). 

El mismo procedimiento se realizó para las muestras recibidas ya que la presencia 

del transcrito BCR/ABL fue un criterio de exclusión para las muestras 

consideradas en el proyecto.  

 

Figura 11.- RT-PCR en punto final para amplificar en transcrito BCR/ABL. La figura muestra 

una imagen representativa de un gel de agarosa al 2% teñido con SYBR Gold en donde se obtuvo 

un producto final de amplificación de 450 pb proveniente de la linea K562 (Carril 1), una muestra 

de un paciente con LMC (Carril 2) y el control negativo utilizando agua como templado (carril 3). 

Peso Molecular de 50 pares de bases.   

 

Cultivos con Imatinib. 

 

Con la intención de determinar la concentración de IM necesaria para lograr la 

inhibición de las células a utilizar en el microarreglo y considerando el bajo número 

celular de las muestras primarias, se utilizó la línea K562 para esta 

estandarización.  La evaluación se realizó partiendo del conocimiento que la dosis 
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en pacientes tratados con IM es de 400 mg al día, lo que corresponde a 

concentraciones plasmáticas entre 4 y 6 M (Valent, 2007), así que las células 

fueron cultivadas a concentraciones de 2.5 M, 5 M, 7.5 M, 10 M, 15 M y 20 

M del fármaco.  Los resultados indican que a partir del tratamiento con 2.5 M de 

IM a las 24 horas, hubo un efecto en el porcentaje de células recuperadas; sin 

embargo, dicho efecto no alcanzaba para llegar a reducir la población en un 50% 

(IC50, por lo que se procedió a incrementar el tiempo de cultivo a 48 h (Figura 12).  

 

 

Figura 12.- Efecto de Imatinib en la viabilidad de células K562 a las 24 horas. Células K562 

fueron cultivadas por 24 horas en medio StemSpan suplementado con citocinas y con diferentes 

concentraciones de IM. Se muestran los porcentajes de recuperación de células después del 

conteo con azul de tripano n=3, P <0.05. 

 

La figura 13 indica que después de 48 horas en presencia de IM, la línea célular 

K562 reduce el porcentaje de células en cultivo en un 50% a concentraciones de 

2.5 M, además de que también se detectó cambio en la morfología celular 

(Figura 14), por lo que se procedió a determinar si a estas concentraciones existía  

muerte celular.  
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Figura 13.- Efecto de IM en la viabilidad de células K562 a las 48 horas. Células K562 fueron 

cultivadas por 48 horas en medio StemSpan suplementado con citocinas y con diferentes 

concentraciones de IM. Se muestran los porcentajes de recuperación de células después del 

conteo con azul de tripano N=3 P<0.05. 

 

 

 

Figura 14.- Efecto de IM en la morfología de células K562 a las 48 horas de cultivo. La imagen 

corresponde a las 48 horas de cultivo en medio StemSpan suplementado con citocinas, con las 

diferentes concentraciones de IM además de un grupo control. Aumento 40X.  
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Para definir la razón de la reducción en el porcentaje en los diferentes tratamientos 

con IM, se realizó un ensayo de AnexinaV y 7-AAD por citometría de flujo, lo que 

permite identificar si es que en la población hay células que se encuentran en 

proceso de apoptosis. Los resultados de este ensayo indicaron que el tratamiento 

de las células K562 con IM si induce apoptosis y esta se incrementa cuando se 

aumenta la concentración de IM ya que en la población control se detectó sólo el 

8.66% de células en apoptosis, mientras que el porcentaje aumentó 

considerablemente a las diferentes concentraciones de IM utilizadas: a 2.5 M con 

23.8%, 5 M con 21.4%, 7.5 M con 28.3%, 10 M con 42% y 15 M con 37.5% 

(Figura 15).  

 

 

Figura 15.- Efecto de IM en la inducción de apoptosis en células K562 a las 48 horas de 

cultivo. Cien mil  células K562 se cultivaron a las diferentes concentraciones de IM por 48 horas 

en medio StemSpan suplementado con citocinas para posteriormente ser teñidas con 7-AAD y 

Anexina y analizada mediante citometria de flujo. La figura muestra un ensayo representativo  de 3 

experimentos, de la muerte por apoptosis (poblaciones dobles positivas), evaluada en las 

diferentes condiciones de cultivo.  
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Como un control del efecto del fármaco, también se evaluó el efecto in vitro de IM 

sobre la proliferación de células de médula ósea normal. A partir de muestras de 

médula ósea provenientes de sujetos hematológicamente sanos se purificaron por 

columnas inmunomagnéticas las células progenitoras CD34+Lin- y se cultivaron 

en presencia de las diferentes concentraciones de IM. Los resultados demuestran 

que el IM tiene efecto mínimo sobre las células de médula ósea normal tanto a 24 

como a 48 horas (Figuras 16 y 17), lo cual puede estar asociada a que este 

agente también es un inhibidor de los receptores c-kit y PDGFR presentes en 

células primitivas de MON (Appel et al, 2005).  Aunado a lo anterior, es importante 

comentar que aunque el efecto en células normales se incrementa conforme 

aumenta la concentración de IM, el efecto en la viabilidad a 2.5 M después de 48 

horas de cultivo es de una reducción del 20%, mientras que en la contrapate 

leucémica es del 50%. Además, no se observa un efecto en la morfología de las 

células normales como sucedió con la fracción leucémica (Figura 18). 

 

 

Figura 16.- Efecto de IM en la sobrevivencia de células CD34+Lin- de MON a las 24 horas. 

Células CD34+Lin- de MON fueron cultivadas por 24 horas en medio StemSpan suplementado con 

citocinas y con diferentes concentraciones de IM. Se muestran los porcentajes de recuperación de 

células después del conteo con azul de tripano n=3 P<0.05. 
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Figura 17.- Efecto de IM en la sobrevivencia de células CD34+Lin- de MON a las 48 horas. 

Células CD34+Lin- de MON fueron cultivadas por 48 horas en medio StemSpan suplementado con 

citocinas y con diferentes concentraciones de IM. Se muestran los porcentajes de recuperación de 

células después del conteo con azul de tripano n=3 P < 0.05. 

 

 

Figura 18.- Efecto de IM en la morfología de células CD34+ Lin- de MON a las 48 horas de 

cultivo. La imagen corresponde al día 3 de cultivo en medio StemSpan suplementado con 

citocinas, y con las diferentes concentraciones del fármaco; además de un grupo control al cual 

sólo se agregó PBS al 10% con DMSO que fue el vehículo el cual se disolvió el IM. Aumento 40X. 
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De igual manera que en la línea celular K562, se analizó la muerte por apoptosis 

en las células CD34+Lin- de médula ósea normal en respuesta al tratamiento con 

IM.  Los resultados indican que mientras en el control hay 3.84% de células en 

apoptosis,  en los cultivos tratados con 2.5 y 5 M de IM, este nivel se incrementa 

a 2.5% y 2.77%, respectivamente, lo que indica que por lo menos a estas 

concentraciones no hay inducción de muerte por apoptosis.  Sin embargo, al 

incrementar la dosis de IM 7.5 M y 10 M, se induce un nivel de muerte  del 6.3% 

y 12.3% respectivamente,  lo cual representa 3.5 veces menos muerte que en su 

equivalente de LMC (Figura 19).  

 

Figura 19.- Efecto de IM en la inducción de apoptosis en células CD34+ Lin- de MON a las 48 

horas de cultivo. Cien mil células CD34 Lin-  se cultivaron a las diferentes concentraciones de IM 

por 48 horas en medio StemSpan suplementado con citocinas para posteriormente ser teñidas con 

7-AAD y Anexina y analizada mediante citometria de flujo. La figura muestra un ensayo 

representativo de la muerte por apoptosis (poblaciones dobles positivas), evaluada en las 

diferentes condiciones de cultivo. 
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Con base en las evaluaciones anteriores (viabilidad, morfologia, muerte por 

apoptosis), se consideró el tiempo de 48 horas y la concentración de 2.5 M para 

realizar los cultivos de las células primitivas purificadas de las muestras de 

pacientes, que serían utilizadas para realizar los microarreglos de expresión.  

 

Separación de células troncales y progenitoras. 

 

Una vez evaluadas las características de los diferentes cultivos, se procedio a 

purificar las poblaciones troncales (CD34+CD38-) y progenitoras (CD34+CD38+) 

provenientes de muestras primarias de MON y LMC, con las que se realizaron los 

microarreglos. La purificación se realizó mediante una inmuno selección negativa 

inicial y el posterior cell sorting para garantizar una mayor pureza de ambas 

poblaciones. La estrategia de separación se realizó tanto para la población de 

células  de MON como de LMC (Figura 20). 
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Figura 20.- Estrategia de purificación de las poblaciones troncales y progenitoras de LMC y 

MON. Las muestras primarias fueron enriquecidas mediante columnas inmunomagnéticas en la 

población CD34+lin-, la cual fue posteriormente incubada con anticuerpos anti CD34 y anti CD38 

para su posterior selección por cell sorting.  La figura muestra la estrategia de purificación para 

células provenientes de LMC y el mismo procedimiento se realizó en el caso de MON.  

 

 

En el curso del proyecto se procesaron 83 muestras de MON. De éstas solo la 

fraccion progenitora tuvo números celulares suficientes para ser evaluada en 

cultivos in vitro en presencia de IM, además de que un número menor de ellas 

alcanzó el número de integridad de RNA (RIN) necesario para ser procesadas en 

los microarreglos.  De esta forma se garantizó que para el análisis de transcritos 

se tuvieran representadas las siguientes condiciones: población troncal tiempo 

cero, población progenitora tiempo cero, población progenitora 48 h sin IM y 

población progenitora 48 h con IM.  En el caso de las muestras de LMC se 

procesaron 47 muestras y de ellas el número de muestras cultivadas in vitro y 

procesadas para los microarreglos cubriendo las condiciones anteriormente 

descritas fueron 38 y 5 respectivamente.  

 

 De acuerdo con los datos primeramente descritos y una vez teniendo purificadas 

las poblaciones progenitoras, se procedió a evaluar el efecto de IM sobre 

muestras primarias cultivadas in vitro. Una vez concluído este análisis se 

recuperaron las células y se utilizaron para realizar los microarreglos.  

 

Durante la obtención de las poblaciones celulares por citometria de flujo, se 

obtuvieron números celulares muy reducidos tanto para MON como para LMC. En 

el caso de MON las poblaciones progenitoras estuvieron en un rango del 0.002% - 

0.019% del número total de CMN, mientras que la fracción troncal osciló entre el  

0.001% y 0.005% del total de CMN. En el caso de LMC los porcentajes fueron 

más variables ya que oscilaron entre 0.03% y 0.18% de células progenitoras y 

0.0001% a 0.06% para la fracción troncal.  Estos números concuerdan con lo 

previamente reportado por otros grupos y además dan evidencia de lo 

numericamente reducido de las poblaciones hematopoyéticas primitivas y en 
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consecuencia la relevancia de los datos que se puedan generar con ellas (Tabla 

3).   

 

Tabla 3.- Recuperación de células troncales y progenitoras hematopoyéticas 

después del proceso de enriquecimiento y separación por citometría de flujo 

 

Tabla 3.- Recuperación de células troncales y progenitoras hematopoyéticas después del 

proceso de enriquecimiento y separación por citometría de flujo. La tabla muestra datos 

representativos de las muestras de cada población tanto para MON como LMC. 

 

 

Considerando los números celulares obtenidos se decidió realizar el perfil de 

expresión de células troncales únicamente a tiempo cero (es decir, recien 

obtenidas las poblaciones celulares), mientras que para las células progenitoras 

se incluyó la evaluación de expresión  tanto a tiempo cero como en respuesta al 

tratamiento con IM  por 48 horas.  

Los datos de esta evaluación muestran que semejante a lo que sucedió con la 

estandarización previamente mostrada para  la línea celular de LMC K562, la 

células progenitoras de LMC tuvieron una reducción del 40% en su viabilidad, 

efecto que no fue detectado en células progenitoras normales que provenian tanto 

de MON como de Sangre Periferica Movilizada, la cual fue utilizada como un 

control normal adicional.   Estos hallazgos reafirman la selectividad de IM para 

células leucémicas y en consecuencia su dependencia a BCR/ABL para su 

proliferación (Figura 21). Aunado a lo anterior y semejante a lo que se describió 

previamente para la línea K562, las células progenitoras primarias de LMC 

 

MUESTRA 

NÚMERO DE 

CÉLULAS 

MONONUCLEARES 

(X10
9
) 

NÚMERO DE 

CÉLULAS 

TRONCALES  

(%/CMN) 

NÚMERO DE CÉLULAS 

PROGENITORAS  

(%/CMN) 

MON 24/11 1.139 16062      (0.001%)  31625       (0.002%)  

 

27/11 1.200 60 000     (0.005%)  260 000      (0.019%)  

LMC 47/11  1.651  1 000 000    (0.06%)  3 000 000     (0.18%)  

 

51/11  2.184  32 145     (0.0001%)  800 000       (0.03%)  
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también mostraron un importante cambio morfológico el cual no es detectado en 

células normales (Figura 22). 

 

Figura 21.- Efecto de IM en la viabilidad de células progenitoras normales y leucémicas. 

Células progenitoras CD34+CD38+Lin- provenientes de LMC MON y SPM fueron purificadas 

mediante cell sorting y cultivadas en medio StemSpan suplementado con citocinas, en presencia o 

ausencia de 2.5 M de IM durante 48 hrs. La figura representa el promedio de tres experimentos 

independientes por triplicado normalizado al 100% que corresponde al número celular sembrado al 

inicio del cultivo  n=3 P<0.05. 
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Figura 22.- Efecto de IM en la morfología de las células progenitoras. Células progenitoras 

CD34+CD38+Lin- provenientes de LMC, MON y SPM fueron purificadas mediante cell sorting y 

cultivadas en medio StemSpan suplementado con citocinas, en presencia o ausencia de 2.5 M de 

IM durante 48 hrs. La figura muestra una imagen representativa del estado de los cultivos al final 

del experimento.  

  

Como una forma de analizar el estado funcional de las poblaciones progenitoras 

purificadas, se realizaron ensayos de formación de colonias los cuales se basan 

en la capacidad que tienen los progenitores hematopoyéticos para formar colonias 

en un medio semisólido en respuesta a la estimulación de citocinas. Estos cultivos 

fueron realizados en presencia y ausencia de IM, para corroborar que el fármaco 

tiene efecto en la expansión de células de pacientes con LMC.  

 

Los datos de la Figura 23 muestran que tanto las poblaciones de células 

progenitoras de MON como de LMC tienen la capacidad de formar colonias pero 

como puede observarse el  tratamiento in vitro con IM tuvo un efecto considerable 

en la formación de colonias en células de LMC reduciendo en un 90% su 

capacidad; además que de las pocas colonias encontradas, la forma y el tamaño 

se vieron considerablemente afectadas (Figura 24). En el caso de células 

progenitoras de MON, se observa que  la capacidad formadora de colonias se 

redujo en un 55% y también se observó un un número menor de células que 

forman parte de la colonia.  Estos resultados ponen de manifiesto que el IM es 

mucho mas selectivo sobre células de LMC y que en el caso de MON el efecto 

podría asociarse a lo ya publicado por Bartolovic et al, quien  encuentra una 

supresión en el compartimento de células progenitoras hematopoyéticas a nivel de 

células formadoras de colonias, lo cual depende de la concentración de IM y 

pudiera estar asociada a la inhibición de cinasas como c-kit u otros receptores 

para los cuales IM ha mostrado efecto (Bartolovic et al, 2004). 
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Figura 23.- Efecto de IM sobre la formación de colonias en células mononucleares de LMC. 

Células progenitoras de MON y LMC fueron culitvadas durante 14 días en metilcelulosa 

suplementada con citocinas en presencia o ausencia de 2.5 M de IM. La figura representa el 

porcentaje de colonias obtenido después del cultivo en relación a las colonias obtenidas en el 

control sin fármaco (100%) para cada una de las fuentes n=3 P<0.05. 

 

Figura 24.- Efecto de IM sobre la formación de colonias en células mononucleares de LMC y 

MON. La figura muestra una imagen represenativa de las colonias obtenidas después de 14 días 

de cultivo de las células progenitoras en preseencia o ausencia de 2.5 M de IM. 
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Considerando que el tratamiento con IM reduce numericamente las poblaciones 

de células progenitoras, pero también tiene un efecto en células normales, se 

verificó la permanencia de células positivas al cromosoma Philadelphia después 

del tratamiento con el fármaco. Para ello, células progenitoras CD34+CD38+Lin- 

purificadas a partir de pacientes con LMC fueron evaluadas mediante la técnica de 

hibridación in situ fluorescente (FISH) antes y después de tratamiento con IM. Esta 

estrategia experimental es usada en el monitoreo y detección de enfermedad 

minima residual en LMC, mediante el uso de una sonda específica para la t(9;22) 

(LSI BCR/ABL  Dual Color Translocation Probe, VYSIS) y permite distinguir a 

células que tienen el cromosoma Ph de las que no lo tienen, algo que no es 

posible observar con el monitoreo por RT-PCR el cual solo mide la expresión del 

transcrito para BCR/ABL.  

 

Los resultados muestran que el 96% de las células de pacientes no tratados con 

IM fueron Ph+ mientras que solo un 4% fueron Ph-, correspondientes 

probablemente a la población residual normal. Después del tratamiento con IM por 

48 horas, el porcentaje de células Ph+ se redujo a 66% y la población Ph- se elevo 

a 34% lo cual puede deberse a que inicialmente y sin IM las células Ph+ tienen 

ventajas selectivas sobre la población residual normal Ph- y una vez bajo 

tratamiento esta poblacion normal tiene la capacidad de emerger y continuar con 

el proceso hematopoyético normal (Figuras 25 y 26). 
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Figura 25.- Permanencia del cromosoma Philadelfia en células CD34+CD38+ después de ser 

tratadas con IM. Poblaciones purificadas de células CD34+CD38+ lin- seleccionadas por cell 

sorting fueron cultivadas en medio StemSpan suplementado con citocitas durante 48 horas en 

ausencia o presencia de 2.5 uM de IM, para posteriormente ser analizadas mediante FISH usando 

la sonda específica LSI BCR/ABL ES Dual Color Translocation Probe, VYSIS. Se muestra del lado 

izquierdo núcleos Ph+ y del lado izquierdo núcleos pH-. El fluorocromo verde detecta el gen BCR y 

el fluorocromo rojo detecta ABL. Se identifica la translocación con la coloración intermedia amarilla 

emitida por el acercamiento de los dos fluorocromos del gen quimérico BCR/ABL. n=2.  

 

 

 

 



61 
 

 

Figura 26.- Porcentaje de células CD34+CD38+Lin- Ph+ post-tratamiento. Se muestran los 

porcentajes de núcleos Ph+ y Ph- después del tratamiento por 48 horas con 2.5 M de IM. El 

análisis se ralizo mediante FISH usando la sonda específica LSI BCR/ABL ES Dual Color 

Translocation Probe, VYSIS.  

 

 

Finalmente, y tomando como ventaja que en algunas muestras leucemicas se 

contó con un número celular suficiente, se consideró evaluar el efecto del IM in 

vitro sobre estas poblaciones y compararla con el efecto ya mostrado sobre la 

población de células progenitoras.  

 

Los resultados de la Figura 27 muestran que, como era de esperarse, la población 

troncal al ser mas primitiva, tiene menor capacidad de proliferación en relación a la 

población progenitora sin tratamiento y una vez expuesta al fármaco se detecta 

una reducción de la población en un 25%, mientras que en los progenitores el 

efecto del IM es mayor, ya que se reduce en un 40%. Este resultado podría 

correlacionar con la reducción del transcrito para BCR/ABL de más de un 80%, 

que se observa después de tratamiento con IM y que no sucede en la misma 

magnitud para el caso de los progenitores (Figura 28).  

 



62 
 

 

Figura 27.- Efecto de IM en la proliferación de células troncales CD34+CD38-Lin- de LMC. 

Células tronales CD34+CD38-Lin- y células progenitoras hematopoyéticas CD34+CD38+Lin- 

fueron cultivadas durante 48 hrs en ausencia y presencia de 2.5 uM de IM para posteriormene 

evaluar el número células total. La figura representa el promedio y desviación estandar de tres 

experimentos independientes P<0.05. 

 

 

 

 

 

Figura 28.- Efecto de IM en la expresión de BCR/ABL en células troncales y progenitoras 

hematopoyéticas. Las células troncales hematopoyéticas CD34+CD38-Lin- y células progenitoras 

hematopoyéticas CD34+CD38+Lin-  de LMC fueron cultivadas en medio StemSpan suplementados 

con citocinas en ausencia (control) o presencia de 2.5 M de IM por 48 horas, para posteriormente 

evaluar la expresión del transcrito para BCR/ABL mediante PCR anidado.  La figura muestra una 

imagen represenativa en donde en cada carril se encuentra lo siguiente: 1. CTH tiempo cero. 2. 

CPH tiempo cero. 3. CTH control, 4. CTH IM. 5. CPH control. 6. CPH IM. 7. Control negativo (agua 

como templado).  
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Perfiles de expresión génica de células troncales de LMC vs células 

troncales de MON. 

 

Después de haber analizado las características generales de la población y de 

haber realizado la extacción de ARN de las muestras procesadas, se 

seleccionarion las 5 muestras de MON y 5 muestras de LMC sobre las cuales se 

realizaron los microarreglos de expresión.  Con esta selección se tenían 

representadas las siguientes poblaciones y condiciones de cultivo: 

 

- Células troncales con fenotipo CD34+CD38-lin- recien obtenidas y 

purificadas (Tiempo cero). 

- Células progenitoras con fenotipo CD34+CD38-lin- recien obtenidas y 

purificadas (Tiempo cero). 

- Células progenitoras con fenotipo CD34+CD38-lin- cultivadas en ausencia 

de  IM durante 48 horas.  

- Células progenitoras con fenotipo CD34+CD38-lin- cultivadas en presencia 

de 2.5 M de IM durante 48 horas.  

 

En la tabla 4 se enlistan las muestras procesadas, los valores ce cuantificación y 

los valores del número de integridad de RNA (RIN) de cada una de las muestras. 

Para el estudio de expresión por microarreglos se consideraron muestras con un 

RIN mayor a 7. 

 

Tabla 4.- Lista de muestras de LMC y MON que fueron procesadas por 

microarreglos. 

NÚMERO MUESTRA 

CODIGO DE 

MUESTRA RIN [ ] ng/ul A260/280  

1 LMC 47/11 34+38- T0 LMTR47T0 8.7 124 1.88 

2 LMC 47/11 34+38+ T0 LMPR47T0 9.2 182 1.75 

3 LMC 47/11 34+38- Ctrl48 LMTR47CT 10 104 1.85 

4 LMC 47/11 34+38- IM48 LMTR47IM 9.6 52 1.9 

5 LMC 47/11 34+38+ Ctrl48 1 LMPR47CT 8.8 204 1.85 

6 LMC 47/11 34+38+ IM48 1 LMPR47IM 10 180 1.84 
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23 MON 7/12 34+38- T0 MO07TRT0 9 131 1.88 

24 MON 7/12 34+38+ T0 MO07PRT0 8.9 146 1.91 

25 MON 7/12 34+38+ CTRL48 MO07PRCT 8.7 201 1.92 

26 MON7/12 34+38+ IM48 MO07PRIM 7.4 186 1.92 

            

35 LMC 35/13 34+38- T0 LMTR35T0 6.4 61 1.8 

36 LMC 35/13 34+38+ T0 LMPR35T0 8 103 1.93 

37 LMC 35/13 34+38+ CTRL 48 LMPR3513CT 9.3 117 1.99 

38 LMC 35/13 34+38+ IM48 LMPR3513IM 9 87 1.96 

            

39 MON 36/13 34+38- T0 MOTR36T0 6.5 62 2 

40 MON 36/13 34+38+ T0 MOPR36T0 7.3 89 1.9 

41 MON 36/13 34+38+ CTRL48 MO36PRCT 8.1 172 1.98 

42 MON 36/13 34+38+ IM48 MO36PRIM 8 120 2.01 

      

43 LMC 222 34+38- T0 LMTR222T0 
7 

85 1.74 

44 LMC 222 34+38+ T0 LMPR222T0 
8 

106 1.89 

45 LMC 222 34+38+CTRL48 LMPR222CT 
8.8 

86 1.75 

46 LMC 222 34+38+IM48 LMPR222IM 
8.6 

75 1.69 

      

47 LMC 09/14 34+38- T0 LMTR914T0 
9.1 

48 1.79 

48 LMC 09/14 34+38+ T0 LMPR914T0 
9 

85 1.96 

49 LMC 09/14 34+38+CTRL48 LMPR914CT 
10 

63 1.82 

50 LMC 09/14 34+38+IM48 LMPR914IM 
9.5 

77 1.98 

      

51 LMC 14/14 34+38- T0 LMTR1414T0 
9.7 

71 1.94 

52 LMC 14/14 34+38+ T0 LMPR1414T0 
9.6 

83 1.86 

53 LMC 14/14 34+38+ Ctrl48 LMPR1414CT 
9.9 

83 1.77 

54 LMC 14/14 34+38+ IM48 LMPR1414IM 
9.7 

77 1.86 

      

59 MON 01/14 34+38- T0 MO114TRT0 
8.8 

90 1.83 

60 MON 01/14 34+38+ T0 MO114PRT0 
8.5 

98 1.89 

61 MON 01/14 34+38-CTRL48 MO114RCT 
9.6 

84 1.87 
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62 MON 01/14 34+38-IM48 MO114PRIM 
9.5 

70 1.83 

      

63 MON 09/14 34+38- T0 MO914TRT0 
8.8 

114 1.91 

64 MON 09/14 34+38+ T0 MO914PRT0 
8 

74 1.84 

65 MON 09/14 34+38-CTRL48 MO914RCT 
9.9 

120 1.91 

66 MON 09/14 34+38-IM48 MO914PRIM 
10 

86 1.92 

      

67 MON 15/14 34+38- T0 MO1514TRT0 
8.5 

119 1.94 

68 MON 15/14 34+38+ T0 MO1514PRT0 
8.9 

83 1.86 

69 MON 15/14 34+38-CTRL48 MO1514RCT 
9.2 

105 1.77 

70 MON 15/14 34+38-IM48 MO1514PRIM 
7.1 

75 1.78 

      

 

 Tabla 4.- La tabla indica los valores de RIN (Número de Integridad de ARN por sus siglas en 

inglés) y las concentraciones de ARN para cada muestra procesada. 

 

 

Para evaluar los perfiles de expresión en células troncales y progenitoras 

hematopoyéticas normales y de LMC purificadas y analizadas como anteriormente 

se mencionó, se utilizó la plataforma Affymetrix Human Gene 1.0 ST array 

analizando la expresión de 29,096 genes.  

El análisis comparativo de las células troncales (CD34+CD38-Lin-) de LMC y MON 

mostró la expresión diferencial de 584 genes (Figura 29). De estos genes 

diferencialmente expresados, 340 estan sobreexpresados y 244 subexpresados 

mismos que fueron analizados utilizando el programa de enriquecimiento DAVID 

(Figura 30).  
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Figura 29.- Genes diferencialmente expresados entre células troncales de LMC y MON. Se 

muestra un clúster jerárquico de la comparación entre  muestras de células troncales de leucemia y 

médula ósea normal. Comparando ambas condiciones encontramos la expresión diferencial de 584 

genes. El análisis se realizó utilizando la consola de análisis de transcriptomas de Affymetrix (TAC) 

considerando una tasa de cambio de 2.0 y un valor de P< 0.05. Las muestras empleadas se 

encuentran en columnas, los genes en filas el color rojo indica sobre-expresión, verde sub-

expresión y negro sin cambio.  
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Figura 30.- Genes diferencialmente expresados entre células troncales de LMC y MON. El 

gráfico de volcán muestra los 584 genes diferencialmente expresados entre células troncales de 

LMC T0 y sus contrapartes normales, 340 sobre-expresados (rojo) y 244 sub-expresados (verde). 

El análisis se llevó a cabo utilizando la consola de análisis de transcriptomas de Affymetrix 

considerando una tasa de cambio de 2 y un valor de P<0.05. 

 

Para el caso de los genes sobre-expresados por células troncales CD34+CD38-

Lin- de LMC, las vías más representadas son: “procesos metabólicos del ADN”, 

categoría en la que se incluyen genes como HMGB2, XRCC2, BLM, CHEK1, 

TYMS, CDC45, POLE2, FANCI, FANCF, POLQ, HELLS, CDC7, GINS1, GINS2, 

CDC6, MCM4, BRCA1, RAD51 que tienen que ver principalmente con monitoreo y 

reparación de daño al ADN. La segunda categoría más representada corresponde 

a “ciclo celular” con genes como HAUS6, KNTC1, CHEK1, CDC45, CASP8AP2, 

FANCI, FBXO5, SKA3, HELLS, CDC7, CDC6, KIF11, GMNN, SGOL1, RBL1, 

CASC5, indicativo de que las células troncales de LMC se encuentran más activas 

en el ciclo celular en comparación con sus contrapartes normales. En tercer lugar 

se ubican los procesos relacionados con  condensación del cromosoma con genes 

como: MAD2L1, SGOL1, KNTC1, CASC5, SKA3, CENPK, MLF1IP, NUP43 lo cual 
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sugiere que los mecanismos que tiene que ver con remodelación de la cromatina 

se encuentran con mayor actividad en las células troncales de LMC (Figura 31). 

 

 

 

 

Figura 31.- Anotación funcional en categorías de Gene Ontology de los genes sobre-

expresados por células troncales de LMC vs MON. El gráfico muestra la anotación funcional de 

los genes sobre expresados en categorías de Gene Ontology, entre céls troncales de LMC T0 y 

sus contrapartes normales, utilizando el progama DAVID. Se muestra la escala de enriquecimiento 

determinada por el programa. 

 

 

Para el caso de los genes sub-expresados las vías más representadas son: 

“Regulación negativa de la transcripción” con genes como KLF10, KLF11, 

ARID5A, ZHX2, PRDM16, ID2, ID1, BCL3, PER1, BCL6, SKIL lo que puede ser 

indicativo de la pérdida de factores de transcripción que regulan de manera 

negativa procesos como ciclo celular y avance en el proceso de diferenciación. En 

segundo lugar genes relacionados con “proteínas con dominios de tipo 

Fibronectina” como IL12RB2, IGF1R, SNED1, IL6ST, KAL1, SDK2, PTPRS, MPL, 
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ABI3BP. En tercer lugar se encuentra “regulación de la actividad transcripcional” 

con genes como HLF, NR3C2, RORA, TSC22D3, TSC22D2, BCL3, BCL6, RARA, 

BHLHE41, NFIL3, ETV3, PLAG1, KLF5, indicativo de la pérdida de regulación 

negativa y de otros factores de transcripción (Figura 32). 

 

 

 

Figura 32.- Anotación funcional en categorías de Gene Ontology de los genes sub 

expresados por células troncales de LMC vs MON. El gráfico muestra la anotación funcional de 

los genes sub expresados en categorías de Gene Ontology, entre céls troncales de LMC T0 y sus 

contrapartes normales, utilizando el progama DAVID. Se muestra la escala de enriquecimiento 

determinada por el programa. 

 

Al analizar exclusivamente los 10 genes más sobre-expresados, encontramos que 

en primer lugar se encuentra GAS2, un gen que tiene que ver con cambios en el 

citoesqueleto, RXFP1, receptor importante durante el proceso de reproducción y 

durante el parto, su ligando funciona como vasodilatador. MAMDC2, cuya función 

no está determinada aún. PIEZO2 y CACNA1D son canales iónicos que no se 

habían reportado previamente en células troncales hematopoyéticas ni 

leucémicas, al igual que RXFP1 y parecen posibles candidatos como marcadores 

membranales asociados a células troncales leucémicas. DPP4, rompe la 

interacción entre CXCR4 y CXCL12, la cual es importante para el mantenimiento 
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de la CTH en su nicho. PTPRD es un miembro de la familia de la proteína tirosina 

fosfatasa (PTP). Se sabe que los PTP son moléculas de señalización que regulan 

una variedad de procesos celulares, incluidos el crecimiento celular, la 

diferenciación, el ciclo mitótico y la transformación oncogénica, algo interesante es 

que PTPRD puede inducir bidireccionalmente la diferenciación pre y post sináptica 

de neuronas al mediar la interacción con IL1RAP e IL1RAPL1 trans-

sinápticamente, IL1RAP es una molécula también sobreexpresada en este estudio 

y que ha sido reportada como marcador exclusivo de células troncales leucémicas 

(Jaras et al., 2010; Tabla 5).  

Gene 
Symbol 

Fold 
Change 

ANOVA p-
value 

FDR p-
value 

Description 

GAS2 29.11 0.000001 0.002113 growth arrest-specific 2 

RXFP1 19.5 1.24E-07 0.000758 relaxin/insulin-like family peptide receptor 1 

MAMDC2 13.39 9.97E-07 0.002113 MAM domain containing 2 

PIEZO2 13.15 2.22E-07 0.001076 
piezo-type mechanosensitive ion channel 
component 2 

HPGDS 11.16 0.000157 0.020181 hematopoietic prostaglandin D synthase 

CPA3 9.17 0.00024 0.023154 carboxypeptidase A3 (mast cell) 

DPP4 8.52 0.000002 0.003124 dipeptidyl-peptidase 4 

PTPRD 8.28 0.000091 0.017957 
protein tyrosine phosphatase, receptor 
type, D 

CACNA1D 8.05 0.000151 0.02005 
calcium channel, voltage-dependent, L 
type, alpha 1D subunit 

MSMO1 7.66 0.00002 0.010612 methylsterol monooxygenase 1 

ETV3 -7.03 0.000044 0.013483 ets variant 3 

PCDH9 -7.05 0.000012 0.008027 protocadherin 9 

NR4A1 -7.39 0.00985 0.110612 
nuclear receptor subfamily 4, group A, 
member 1 

METTL24 -7.77 0.006062 0.088629 methyltransferase like 24 

PLAG1 -8.69 4.34E-07 0.001403 pleiomorphic adenoma gene 1 

SKIL -10.62 0.000869 0.037752 SKI-like oncogene 

FIGN -10.91 0.00784 0.099114 fidgetin 

FAM19A2 -12.68 0.000006 0.007243 
family with sequence similarity 19 
(chemokine (C-C motif)-like), member A2 

EMP1 -13.37 0.000066 0.015424 epithelial membrane protein 1 
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Tabla 5.- La tabla muestra los 10 genes más sobre (naranja) y sub (verde) expresados entre 

células troncales de LMC CD34+CD38-Lin- a T0 y sus contrapartes normales. El análisis se 

llevó a cabo utilizando la consola de análisis de transcriptomas de Affymetrix considerando una 

tasa de cambio de 2 y un valor de P<0.05. Se muestra el valor de tasa de cambio (fold change) con 

respecto a su contraparte normal, así como los valores de ANOVA y FDR. 

 

En el caso de los genes menos expresados por las células troncales de LMC en 

comparación con las células troncales de MON encontramos a ABI3BP, el cual es 

regulador de la proliferación y diferenciación de células troncales mesenquimales y 

progenitoras cardiacas. Se ha reportado EMP1 tiene una actividad antiproliferativa 

en cáncer de mama y cáncer colorectal asociandose con una baja sobrevivencia a 

5 años en cáncer gástrico. FIGN, que codifica para la proteína fidgetina que está 

implicada en la ruptura y despolimerización de microtubulos, y en el alargamiento 

de centrosomas y microtúbulos astrales ocasionando, posiblemente alteraciones 

en el proceso de división celular. SKIL en otro de los genes con baja expresión 

que ha sido reportado como como un represor en los promotores de genes con 

elementos de respuesta a TGF. PLAG1 se reportó por primera vez en adenoma 

pleiomórfico de glándulas salivales y su sobre-expresión, rearreglos y mutaciones 

han sido asociadas a proliferación y transformación (Tabla 5). 

 

Perfiles de expresión génica de células progenitoras de LMC vs células 

progenitoras de MON. 

 

Al hacer la comparación de los perfiles de expresión génica entre células 

progenitoras (CD34+CD38+lin-) de LMC vs células progenitoras de MON 

encontramos la expresión diferencial de 198 genes agrupándose las 5 muestras 

de células progenitoras de LMC en un clúster y las 5 muestras de células 

progenitoras de MON en otro clúster de acuerdo a la similitud de sus perfiles de 

expresión (Figura 33). 

ABI3BP -14.06 0.000003 0.004017 
ABI family, member 3 (NESH) binding 
protein 
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Figura 33.- Genes diferencialmente expresados entre muestras de células progenitoras 

CD34+CD38+Lin- de LMC y MON. Se muestra el cluster jerárquico que compara los niveles de 

expresión de genes de ambas condiciones. Se encontró la expresión diferencial de 198 genes.  El 

análisis se realizó utilizando la consola de análisis de transcriptomas de affymetrix (TAC) 

considerando una tasa de cambio de 2.0 y un valor de P< 0.05. Las muestras empleadas se 

encuentran en columnas, los genes en filas. 

De los 198 genes diferencialmente expresados por las células progenitoras de 

LMC, 101 estuvieron sobre-expresados y 97 subexpresados utilizando una tasa de 

cambio de 2 como punto de corte (Figura 34). 
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Figura 34.- Genes diferencialmente expresados entre células progenitoras CD34+CD38+Lin- 

de LMC y MON. El gráfico de volcán muestra los 198 genes diferencialmente expresados, 101 

sobre-expresados (rojo) y 97 sub-expresados (verde), entre células progenitoras de LMC T0 y sus 

contrapartes normales,El análisis se llevó a cabo utilizando la consola de análisis de transcriptomas 

de Affymetrix considerando una tasa de cambio de 2 y un valor de P<0.05. 

 

Al hacer el análisis de enriquecimiento de vías utilizando el programa DAVID se 

encontró que la vía más representada para los genes sobre-expresados por 

células progenitoras de LMC fue “Biosíntesis de colesterol” categoría que incluye 

genes como HMGCR, CYP51A1, DHCR7, DHCR24 y están implicados en distintos 

puntos de la vía de síntesis de colesterol. La segunda vía más representada es 

“Glicoproteína” con genes como GYPB, GYPE, GCNT2, MAMDC2, TSPAN2, 

ENPP2, LEPR, TMEM156, CCL5, MANSC1, CFHR1, VWDE, TEK, KCNK5, 

GALC, CFH, SCN9A, CALCRL, SLC4A4, ANGPT2, GPR174, RXFP1, HSPG2, 

KLRG1, ST8SIA6, CD40LG, la mayoría de estos genes se encuentran a nivel de 

membrana y sus funciones son diversas. La tercera vía más representada por los 

genes sobre-expresados es “Procesos metabólicos del colesterol” con genes 

como HMGCR, CYP51A1, DHCR7, OSBPL6, LEPR, DHCR24 (Figura 35). 
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Figura 35.- Anotación funcional en categorías de Gene Ontology de los genes sobre-

expresados por células progenitoras CD34+CD38+ Lin- de LMC vs MON. El gráfico muestra la 

anotación funcional de los genes sobre-expresados en categorías de Gene Ontology, entre células 

progenitoras de LMC T0 y sus contrapartes normales, utilizando el progama DAVID. Se muestra la 

escala de enriquecimiento determinada por el programa. 

 

 

Con respecto a las vías más representadas por los genes sub-expresados en 

primer lugar se encuentra “Regulación negativa de la unión al ADN” con genes 

como ID2, ID1, SMAD7, NLRP3, TRIB1 los cuales interfieren en la unión de 

algunos factores de transcripción al ADN impidiendo su señalización, sugerente de 

la pérdida de la regulación a nivel transcripcional que se da en los progenitores 

leucémicos. La segunda vía más representada es “Adhesión Celular” con genes 

como ICAM1, SELP, CDH9, PKP2, SELL, SDK2, NINJ1, CDH2, MFAP4, NEGR1, 

CDH10, los cuales participan en interacciones célula-célula y célula-matriz 

extracelular indicativo de la perdida de adhesión de la célula progenitora 

leucémica tanto con células de su nicho como con proteínas, algo común dado la 

sálida de estas células a la circulación. La tercera vía más representada es 

“Respuesta de Defensa” con genes como: SELP, RNASE3, CXCL2, MNDA, LYZ, 
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BCL3, NLRP3, CD180, BLNK, CXCL10, que codifican moléculas implicadas en la 

respuesta inmune (Figura 36). 

 

 

Figura 36.- Anotación funcional en categorías de Gene Ontology de los genes sub-

expresados por células progenitoras de LMC vs MON. El gráfico muestra la anotación funcional 

de los genes sub-expresados en categorías de Gene Ontology, entre células progenitoras de LMC 

T0 y sus contrapartes normales, utilizando el progama DAVID. Se muestra la escala de 

enriquecimiento determinada por el programa. 

 

 

Al analizar los 10 genes más sobre-expresados en la membrana de células 

progenitoras de LMC, encontramos en primer lugar a RXFP1 que también fue 

encontrado en la fracción troncal. En segundo lugar a SCN9A que codifica un 

canal de sodio dependiente de voltaje implicado en la nocicepción principalmente 

en dolor asociado a inflamación (Cox et al., 2006). En tercer lugar PIEZO2 y 

MAMDC2 al igual que lo que sucedió en el análisis de  células troncales de LMC. 

TSPAN2 que codifica a la tetraspanina 2 caracterizada por la presencia de 4 

dominios hidrofóbicos e implicada en invasión y motilidad celular en cáncer de 

pulmón (Otsubo et al., 2014). KLRG1 codifica para el receptor tipo lectina de 

células Natural Killer, juega un papel inhibidor sobre las células asesinas naturales 
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(NK) y las funciones de las células T, al unirse a sus ligandos que no son del 

MHC. Puede mediar la pérdida del auto-reconocimiento uniéndose a sitios 

altamente conservados en cadherinas N, E y R (Li et al., 2009). LEPR, codificante 

para el receptor de la hormona leptina, miembro de la familia de receptores gp130 

que estimulan la transcripción via STAT, está implicado en la regulación del 

metabolismo de grasas (Thiagarajan et al., 2017). RAB27B es otro de los genes 

sobre-expresados y codifica para una proteína de membrana miembro de la 

familia RAS, tiene que ver con el tráfico y fusión de vesículas y ha sido implicado 

en invasión, proliferación, apoptosis y resistencia a quimioterapia (Li et al., 2017). 

GYPB codificante para la glicoforina B una de las mayores glicoproteínas 

expresadas en la membrana del eritrocito, curiosamente de expresión restringida 

en la médula ósea (Blumenfeld y Huang, 1997). FCGR2A codifica para un receptor 

de membrana encontrado en células fagocitícas como macrófagos y neutrófilos 

(Takai, 2005; Tabla 6). 

 

En el caso de los genes sub-expresados a nivel de membrana por las células 

progenitoras de LMC en comparación de sus contrapartes de MON, encontramos 

a KCNA3 con menor expresión y cuyo producto forma un canal de potasio 

dependiente de voltaje con funciones en proliferación y activación de linfocitos T; 

este gen se ha encontrado metilado en cáncer colorectal (He et al., 2017). EMP1 

es el segundo gen menos expresado, codifica para la proteína epitelial de 

membrana 1 y se ha implicado como factor de pronóstico pobre en LLA, regulando 

migración, proliferación y adhesión celular (Ariës et al., 2014). MPEG1 es el tercer 

gen con menos expresión codifica a la perforina 2, se le asignó el nombre al gen 

por la expresión de esta proteína en estadios terminales de la diferenciación de 

macrófagos, sin embargo también se expresa en fibroblastos, su actividad 

principal es antibacteriana (McCormack y Podack, 2015). Otro de los genes con 

menor expresión fue GRASP codificante para la proteína de anclaje para el 

receptor general de fosfoinositol 1, el cual juega una función importante en el 

tráfico intracelular y contribuye a la organización macromolecular de los receptores 

de glutamato metabotrópicos (Venkataraman et al., 2012). ICAM1 es el siguiente 

gen con menos expresión, codifica para una proteína de unión en la membrana de 

células endoteliales y células del sistema inmune, se une a integrinas y establece 
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contactos célula-célula, también puede establecer contacto célula-matriz 

extracelular, la disminución de esta molécula de adhesión ha reducido la 

capacidad de migración e invasión de líneas celulares de cáncer de mama (Di et 

al., 2016). CDH2 es otro gen sub-expresado por CPH de LMC, codifica para la 

proteína de adhesión dependiente de calcio N-cadherina, la cual se expresa en 

CPH y es importante para la interacción con células estromales mesenquimales 

(Wein et al., 2010).  

 

El siguiente gen con menor expresión es CD180, que codifica a una proteína que 

tiene repeticiones extracelulares ricas en leucina (LRR) y una cola citoplásmica 

corta. Las LRR extracelular se asocian con una molécula llamada MD-1 y forman 

el complejo receptor de la superficie celular, RP105 / MD-1. Pertenece a la familia 

de receptores de patógenos, receptores tipo Toll (TLR). RP105 / MD1, trabajando 

en conjunto con TLR4, controla el reconocimiento de células B y la señalización de 

lipopolisacáridos (LPS) (Miura et al., 1998). El gen IL12RB2 también se encontró 

subexpresado, la proteína codificada por este gen es una proteína transmembrana 

tipo I identificada como una subunidad del complejo receptor de interleucina 12. 

Se demostró que la coexpresión de esta y de las proteínas IL12RB1 conduce a la 

formación de sitios de unión de IL-12 de alta afinidad y a la reconstitución de la 

señalización dependiente de IL-12. La expresión de este gen está regulada 

positivamente por el interferón gamma en las células Th1 y desempeña un papel 

en la diferenciación de las células Th1 (Rogge et al., 1997), se ha encontrado 

metilado en adenocarcinoma de pulmón y se ha asociado a un mal pronóstico 

(Suzuki et al., 2007; Tabla 6). 
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Tabla 6.- Genes sobre-expresados y sub-expresados a nivel de membrana entre células  

progenitoras CD34+CD38+Lin- de LMC y MON. La tabla muestra los 10 genes más sobre-

expresados y los diez genes más sub-expresados a nivel de membrana, el análisis se realizó 

mediante la consola de análisis de transcriptomas (TAC) de Affimetrix considerando una tasa de 

cambio de 2 y un valor de P < 0.05. 

 

 

 

Gene 
Symbol 

Fold 
Change 

ANOVA p-
value 

FDR p-
value Description 

RXFP1 4.45 3.20E-07 0.009322 relaxin/insulin-like family peptide receptor 1 

SCN9A 3.69 0.000004 0.017817 
sodium channel, voltage-gated, type IX, alpha 
subunit 

PIEZO2 3.46 0.000546 0.061798 
piezo-type mechanosensitive ion channel 
component 2 

MAMDC2 3.18 0.000003 0.017643 MAM domain containing 2 

TSPAN2 3.09 0.000022 0.024627 tetraspanin 2 

KLRG1 2.86 0.000274 0.055312 
killer cell lectin-like receptor subfamily G, member 
1 

LEPR 2.81 0.000133 0.04407 leptin receptor 

RAB27B 2.81 0.001153 0.078273 RAB27B, member RAS oncogene family 

GYPB 2.77 0.049514 0.274435 glycophorin B (MNS blood group) 

FCGR2A 2.44 0.000534 0.06172 
Fc fragment of IgG, low affinity IIa, receptor 
(CD32) 

UGT3A2 -2.73 0.009588 0.1586 UDP glycosyltransferase 3 family, polypeptide A2 

IGSF6 -2.74 0.014147 0.186904 immunoglobulin superfamily, member 6 

IL12RB2 -2.76 0.005393 0.130062 interleukin 12 receptor, beta 2 

CD180 -3.08 0.010447 0.1652 CD180 molecule 

CDH2 -3.08 0.00002 0.024627 cadherin 2, type 1, N-cadherin (neuronal) 

ICAM1 -3.2 0.003638 0.117911 intercellular adhesion molecule 1 

GRASP -3.27 0.005426 0.130251 
GRP1 (general receptor for phosphoinositides 1)-
associated scaffold protein 

MPEG1 -3.46 0.001987 0.095542 macrophage expressed 1 

EMP1 -3.65 0.002875 0.10921 epithelial membrane protein 1 

KCNA3 -5.65 0.000057 0.036407 
potassium voltage-gated channel, shaker-related 
subfamily, member 3 
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Los perfiles de expresión génica de células troncales de LMC son más 

similares a los de células progenitoras de MON que a los de células 

troncales de MON.  

 

La agrupación jerárquica mostró que las células troncales de LMC son 

transcripcionalmente más similares a los progenitores de LMC que a sus 

contrapartes normales. Curiosamente, los perfiles de expresión génica de células 

progenitoras y troncales de LMC fueron más cercanos a los de progenitores 

normales, mientras que las células troncales normales mostraron el perfil de 

expresión más diferente de las cuatro poblaciones de células (Figura 37). 
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Figura 37.- Genes diferencialmente expresados entre muestras de células troncales 

CD34+CD38-Lin- y progenitoras CD34+CD38+Lin- de LMC y MON. Se muestra el clúster 

jerárquico que agrupa a las muestras de acuerdo a su similitud en los niveles de expresión de 

genes.  El análisis se realizó utilizando la consola de análisis de transcriptomas de affymetrix (TAC) 

considerando una tasa de cambio de 2.0 y un valor de P< 0.05. Las muestras empleadas se 

encuentran en columnas, los genes en filas. 

 

 

 

Cuando comparamos los perfiles de expresión génica entre células troncales y 

progenitoras de muestras normales de médula ósea, encontramos 1,093 genes 

expresados diferencialmente. De éstos, 476 estaban regulados positivamente en 

CPH (incluyendo ABI3BP, PREX2, HLF, EMP1, ARG2, DLK1 y CDH7) y 617 

estaban regulados negativamente (incluyendo CLC, MPO, CA1, CTSG, CD36, 

IRF8, CPA3 y ELANE). Un análisis de comparación similar entre CTH de LMC y 

CPH mostró 497 genes expresados diferencialmente. De estos, 280 fueron sobre-

expresados en la población progenitora (incluyendo GAS2, PREX2, HLF, IGJ, 

AMICA1, CACNA1D y HLA-DQA1), mientras que 217 genes fueron 

subexpresados (incluyendo CLC, MPO, CA1, DH1, HDC, CD40L, LEF1 y MTSS1) 

(Figura 38). 

 

 



81 
 

Figura 38.- Comparación de los genes diferencialmente expresados entre células troncales y 

progenitoras de MON y LMC. El gráfico de volcán muestra 1093 genes diferencialmente 

expresados entre células troncales y progenitoras de MON, 476 sobre-expresados (rojo) y 617 sub-

expresados (verde). 497 genes estuvieron diferencialmente expresados entre células troncales y 

progenitoras de LMC, 280 sobre-expresados (rojo) y 217 sub-expresados (verde). El análisis se 

llevó a cabo utilizando la consola de análisis de transcriptomas de Affymetrix considerando una 

tasa de cambio de 2 y un valor de P<0.05. 

  

 

 

Perfiles de expresión génica en células progenitoras CD34+CD38+Lin-de 

MON y LMC, cultivadas con o sin IM. 

 

La evaluación de los perfiles de expresión génica en células progenitoras 

CD34+CD38+Lin- de MON y LMC se realizó antes y después del período de 

cultivo durante 48 horas en medio sin suero suplementado con las citocinas:   

EPO, TPO, Flt-3L, SF, IL6, IL3, G-CSF y GM-CSF, en ausencia o presencia de 2,5 

μM IM. Cuando se cultivaron progenitores derivados de MON en ausencia de IM, 

se encontraron 1,216 genes expresados diferencialmente (489 regulados 

positivamente y 727 regulados negativamente) en comparación con las células 

antes del cultivo. Al analizar las vías más representadas en categorías de GO por 

los genes sobre-expresados se observó que las rutas más representadas fueron:  

“Ciclo celular” con genes como CLSPN, CCNE2, KIF2C, CDCA8, GFI1B, CDCA2, 

NUP37, TUBG1, CCNA2, ASPM, DHCR24, CDK1, KIF11, DCLRE1A, MAD2L1, 

CCND3, BCAT1, BLM, SKA2, SKA1, EXO1, CDC20, CDKN3, SMC2, CDC25A, 

BRCA1, GSG2, CCNB1, CCNB2, los cuales desempeñan funciones en el control 

del ciclo y la división celular; “Biosíntesis de esteroides” con genes como TM7SF2, 

EBP, MVD, HMGCR, FDPS, HMGCS1, LSS, C14ORF1, ACAT2, FDFT1, DHCR7, 

MVK, IDI1, HSD17B7, DHCR24 los cuales están implicados principalmente en la 

biosíntesis de colesterol, y “Segregación cromosómica” con genes como CENPO, 

RAD51C, SGOL2, DLGAP5, SGOL1, KIF18A, NDC80, CENPE, BIRC5, SMC2, 

BRCA1, SPC25, NCAPH, MAD2L1 los cuales están implicados en la segregación 

cromosómica durante el proceso de mitosis y meiosis (Figura 39). 
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Figura 39.- Anotación funcional en categorías de Gene Ontology de los genes sobre-

expresados por células progenitoras CD34+CD38+Lin- de MON cultivadas por 48 h en 

ausencia de IM, cuando son comparadas con células progenitoras CD34+CD38+Lin- de MON 

T0. El gráfico muestra la anotación funcional de los genes sobre-expresados en categorías de 

Gene Ontology, utilizando el programa DAVID. Se muestra la escala de enriquecimiento 

determinada por el programa. 

 

Cuando se analizaron las vías representadas por los genes sub-expresados  

fueron: “Regulación de la transcripción” con genes como FOSL2, ARID4A, NFKB1, 

NFKB2, FOS, EPC1, PHTF1, LRRFIP1, NFIL3, SIK1, EGR1, EGR3, CSRNP1, 

IRF8, IRF1, RBM14, KLF2, KLF4, TOB1 con funciones reguladoras de procesos 

de diferenciación de células mieloides entre otros; “Regulación de la apoptosis” 

con genes como IER3, MCL1, PTGS2, STK17B, NFKBIA, AKAP13, SOX4, 

NFKB1, PMAIP1, GCH1, AZU1, PLEKHG2, RB1CC1, TRAF5, HIP1 fueron de los 

procesos biológicos más representados (Figura 40). 
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Figura 40.- Anotación funcional en categorías de Gene Ontology de los genes sub-

expresados por células progenitoras CD34+CD38+Lin- de MON cultivadas por 48 h en 

ausencia de IM, cuando son comparadas con células progenitoras CD34+CD38+Lin- de MON 

T0. El gráfico muestra la anotación funcional de los genes sub-expresados en categorías de Gene 

Ontology, utilizando el programa DAVID. Se muestra la escala de enriquecimiento determinada por 

el programa. 

 

Cuando las células progenitoras CD34+CD38-Lin- se cultivaron en presencia de 

IM, 928 genes se expresaron diferencialmente al final del período de cultivo; 441 

fueron sobre-expresados y 487 sub-expresados. Es digno de mención que varias 

de las rutas y genes más representados en células cultivadas HPC de MON en 

ausencia de IM también se representaron en células cultivadas en presencia del 

fármaco (Figuras 41 y 42). 
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Figura 41.- Anotación funcional en categorías de Gene Ontology de los genes sobre-

expresados por células progenitoras CD34+CD38+Lin- de MON cultivadas por 48 hr en 

presencia de IM cuando son comparadas con células progenitoras CD34+CD38+Lin- de MON 

T0. El gráfico muestra la anotación funcional de los genes sobre-expresados en categorías de 

Gene Ontology, utilizando el programa DAVID. Se muestra la escala de enriquecimiento 

determinada por el programa. 

 

 

 

Figura 42.- Anotación funcional en categorías de Gene Ontology de los genes sub-

expresados por células progenitoras CD34+CD38+Lin- de MON cultivadas por 48 hr en 

presencia de IM cuando son comparadas con células progenitoras CD34+CD38+Lin- de MON 
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T0. El gráfico muestra la anotación funcional de los genes sub-expresados en categorías de Gene 

Ontology, utilizando el programa DAVID. Se muestra la escala de enriquecimiento determinada por 

el programa. 

 

Cuando los progenitores derivados de LMC se cultivaron sin IM, se encontró que 

498 genes estaban regulados positivamente y 375 estaban regulados 

negativamente, para un total de 873 genes expresados diferencialmente. 

Curiosamente, los procesos biológicos que se representaron de manera 

significativa en el análisis de GO para las células normales también se observaron 

en las células de LMC. Es decir, en términos de genes regulados positivamente, 

dichos procesos incluían “Ciclo celular”, “Condensación cromosómica”, 

“Segregación de cromosomas” y “Unión a ATP”  (Figura 43).  

 

 

Figura 43.- Anotación funcional en categorías de Gene Ontology de los genes sobre-

expresados por células progenitoras CD34+CD38+Lin- de LMC cultivadas por 48 hr en 

ausencia de IM cuando son comparadas con células progenitoras CD34+CD38+Lin- de MON 

T0. El gráfico muestra la anotación funcional de los genes sobre-expresados en categorías de 

Gene Ontology, utilizando el programa DAVID. Se muestra la escala de enriquecimiento 

determinada por el programa. 
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Las vías más representadas por los genes sub-expresados  fueron “Regulación de 

la transcripción” “Regulación de la apoptosis”  y “Factor de transcripción cierre de 

leucina” de igual manera, los procesos biológicos representados significativamente 

en el análisis de GO para las células normales también se observaron en las 

células de LMC. (Figura 44).   

 

 

Figura 44.- Anotación funcional en categorías de Gene Ontology de los genes sub-

expresados por células progenitoras CD34+CD38+Lin- de LMC cultivadas por 48 hr en 

ausencia de IM cuando son comparadas con células progenitoras CD34+CD38+Lin- de MON 

T0. El gráfico muestra la anotación funcional de los genes sub-expresados en categorías de Gene 

Ontology, utilizando el programa DAVID. Se muestra la escala de enriquecimiento determinada por 

el programa. 

 

Cuando se cultivaron células de LMC con IM, se expresaron diferencialmente 752 

genes; 455 genes se sobre-expresaron y 297 se sub-expresaron. Con respecto a 

las células normales, varias de las rutas y genes más representados en las células 

de LMC cultivadas en ausencia de IM también se representaron en células 

cultivadas en su presencia (Figuras 45 y 46). 
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Figura 45.- Anotación funcional en categorías de Gene Ontology de los genes sobre-

expresados por células progenitoras CD34+CD38+Lin- de LMC cultivadas por 48 hr en 

presencia de IM cuando son comparadas con células progenitoras CD34+CD38+Lin- de MON 

T0. El gráfico muestra la anotación funcional de los genes sobre-expresados en categorías de 

Gene Ontology, utilizando el programa DAVID. Se muestra la escala de enriquecimiento 

determinada por el programa. 
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Figura 46.- Anotación funcional en categorías de Gene Ontology de los genes sub-

expresados por células progenitoras CD34+CD38+Lin- de LMC cultivadas por 48 hr en 

presencia de IM cuando son comparadas con células progenitoras CD34+CD38+Lin- de MON 

T0. El gráfico muestra la anotación funcional de los genes sub-expresados en categorías de Gene 

Ontology, utilizando el programa DAVID. Se muestra la escala de enriquecimiento determinada por 

el programa. 

 

 

PIEZO2, RXFP1 y MAMDC2 se expresan preferentemente en células 

troncales de LMC. 

 

Con base en el perfil de genes individuales que mostraron altos niveles de 

expresión en CTH de LMC, en comparación con sus contrapartes normales, nos 

centramos en el análisis y validación de tres genes particulares: PIEZO2, RXFP1 y 

MAMDC2. Los resultados muestran que los tres genes se expresaron 

marcadamente en células troncales leucémicas y también muestran alta expresión 

en CPH leucémicas a niveles significativos. Es importante mencionar que 

MAMDC2 estuvo prácticamente ausente en la población progenitora lo que podría 

sugerirlo como marcador específico de células troncales y asociado con 

tratamiento ya que cuando se analizó su expresión en células tratadas con IM in 

vitro, no logramos detectarlo, evento que no sucede en el caso PIEZO2 y 

RXFP1(Figura 47).  

 

En términos de genes que se regularon negativamente en las células de LMC, nos 

centramos en ABI3BP, cuyos niveles de expresión fueron muy bajos en CTH y 

CPH de LMC. Curiosamente, dichos niveles aumentaron significativamente en 

ambos tipos de células después del cultivo in vitro, tanto en ausencia como en 

presencia de IM (Figura 47). 
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Figura 47.- Expresión de los genes PIEZO2, RXFP1, MAMDC2, ABI3BP y CDH2 en células 

troncales y progenitoras de LMC. Entre todos los genes que se expresaron diferencialmente 

entre las CTH y CPHs de LMC y MON, con base a los datos de microarreglos, se seleccionaron 

PIEZO2, RXFP1, MAMDC1, CDH2 y ABI3BP para evaluarlos mediante qRT-PCR. Las fracciones 

celulares analizadas correspondieron a CTHs (TRONCAL T0), CPH antes del cultivo 

(PROGENITOR T0), CPH después de 48 horas de cultivo en ausencia (PROGENITOR CTRL) o 

presencia (PROGENITOR IM) de IM. La cantidad relativa de cada gen se determinó usando el 

método ΔΔCt, normalizado con la expresión del gen GAPDH y comparados con cada condición de 

MON. Para cada cuantificación de genes, se usaron cinco muestras de células (1-5), que eran 

diferentes de las utilizadas para el análisis de microarreglos. 
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DISCUSIÓN. 

 

Entre todos los tumores malignos humanos descritos hasta la fecha, la LMC es 

posiblemente el más conocido en términos de su biología. La evidencia 

presentada por diferentes grupos, indica que este trastorno hematológico surge a 

nivel de una célula troncal hematopoyética que se transforma por medio de una 

translocación cromosómica, lo que resulta en la generación de un gen quimérico 

(BCR/ABL), que codifica para una tirosina cinasa anormalmente activa. Tal 

alteración citogenética y molecular ha sido reconocida como el sello distintivo de la 

enfermedad y los modelos animales in vivo han demostrado que BCR/ABL es el 

único cambio molecular responsable de la inducción de LMC (Van Etten, et. al., 

2013). La eliminación selectiva de células troncales de LMC mediante terapias 

dirigidas se ha convertido en un objetivo principal en la hematología actual. Se 

están realizando muchos esfuerzos para tratar de desarrollar formas novedosas y 

más efectivas, que incluyan tanto mecanismos dependientes de BCR/ABL como 

mecanismos independientes (Chávez.González, et. al., 2017; Petzer, et. al. 2003), 

para eliminar células troncales de LMC sin afectar a sus contrapartes normales. 

Evidentemente, tal objetivo requiere la identificación completa y la caracterización 

fisiológica de estas células primitivas. 

 

Las CTH normales y derivadas de LMC comparten varias características 

biológicas, incluido su inmunofenotipo (CD34+CD38-Lin-), su quiescencia, su 

capacidad de autorrenovación y su capacidad para diferenciarse en linajes 

mieloide, eritroide y linfoide. De hecho, a diferencia de la leucemia mieloide aguda, 

en la que hay una detención de la maduración en el linaje mieloide, en LMC el 

programa de maduración de las células neoplásicas no parece estar alterado, por 

lo que las células morfológicamente normales se generan a lo largo de la fase 

crónica de la enfermedad (Petzer y Gunsilius, 2003). En términos funcionales, sin 

embargo, se han observado diferencias significativas entre las CTH normales y de 

LMC, tanto in vitro como in vivo (Holyoake, et. al, 2002; Mayani, et al., 2009). 

Tales diferencias resultan de alteraciones en la biología molecular de CTH 

leucémicas que impactan en su fisiología. Los progenitores hematopoyéticos de 
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LMC también muestran una biología alterada, en comparación con sus 

contrapartes normales, tanto in vivo como in vitro (Mayani, et al., 2009). 

 

Durante los últimos años, ha habido un gran interés en la evaluación de los 

perfiles de expresión génica global de CTH y CTLs con el fin de identificar los 

genes particulares que se expresan diferencialmente en cada tipo de célula 

(McWeeney, et. al., 2010; Gerber, et. al., 2013; Kovacic, et. al., 2012). Los 

enfoques genómicos han demostrado firmas moleculares que distinguen la fase 

crónica de la fase acelerada y la crisis blástica en el nivel de células 

mononucleares (McWeeney, et. al., 2010) y/o en células progenitoras con 

inmunofenotipo CD34+ (Zheng, et. al., 2006). Al tratar de contribuir en la 

comprensión de la biología molecular de CTHs y CPHs de LMC a nivel 

transcriptómico, en el presente estudio hemos realizado un análisis comparativo 

de los perfiles de expresión génica global de células troncales y progenitoras 

hematopoyéticas normales y de LMC. Usando este enfoque, hemos identificado 

algunas de las principales vías y genes específicos que se expresan 

diferencialmente en células de LMC, en comparación con sus contrapartes 

normales. Hemos analizado además los perfiles de expresión de estas células 

después de que se cultivarón in vitro, con o sin IM. 

 

Excepto por el trabajo de Gerber y colegas (Gerber, et. al., 2013) la mayoría de los 

estudios informados hasta la fecha sobre los perfiles de expresión génica de las 

células de LMC utilizaban células MNC o células CD34+ como población diana. 

Por lo tanto, uno de nuestros objetivos iniciales fue realizar dichos estudios en 

subpoblaciones específicas de células CD34+, por lo que pudimos evaluar las 

diferencias entre las CTH y las CPH tanto en sujetos normales como en pacientes 

con LMC. Mediante el uso de un enfoque de clasificación de células, pudimos 

obtener poblaciones de células prácticamente puras en términos de su 

inmunofenotipo (CD34+CD38-Lin- que representan células, enriquecidas para 

CTH y células CD34+CD38+Lin-, enriquecidas en CPHs). Sin embargo, en el caso 

de las células derivadas de LMC, dichas poblaciones consistían muy 

probablemente en una mezcla de células Ph+ y Ph-, ya que es bien sabido que en 

la médula LMC, tanto las células leucémicas como las normales coexisten dentro 
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de la misma población. Aunque en este momento no podemos descartar la 

posibilidad de que la presencia de células normales residuales dentro de las 

fracciones de células LMC pudieran haber influido en los resultados obtenidos, es 

claro que cada una de las cuatro poblaciones de células analizadas mostró un 

perfil de expresión génica particular. Esto sugiere que los perfiles observados para 

las células leucémicas son reflejos verdaderos de los patrones de expresión 

génica de CTH y CPH de LMC. 

 

Cuando comparamos los perfiles de expresión génica de las cuatro poblaciones 

de células obtenidas, encontramos que los perfiles de las células troncales y 

progenitoras de LMC eran más cercanos a los de progenitores normales, mientras 

que las CTH normales mostraban el perfil de expresión más diferente de todos. 

También encontramos que los perfiles de expresión de CTH y CPH de LMC 

estaban más cerca unos de otros que los de CTH y CPH de médula normal. Estas 

observaciones están en contraste con las de Gerber et al. Estos autores utilizaron 

un enfoque similar al nuestro y encontraron que los patrones globales de 

expresión génica entre las fracciones de CTH normales y de LMC estaban más 

cerca unos de otros comparado con las CTH normales con CPH normales 

(Gerber, et. al., 2013). También descubrieron que solo 97 genes se expresaban 

diferencialmente entre de MON y LMC CD34 + CD38- Lin-, lo que difiere 

claramente de nuestro estudio, en el que se expresaron diferencialmente 584 

genes. Cabe mencionar que en su estudio, Gerber y sus colegas incluyeron 

niveles de expresión de ALDH como parte de su estrategia de purificación celular; 

por lo tanto, es posible que los diferentes resultados observados puedan deberse, 

al menos en parte, a la diferencia en la estrategia de clasificación celular. 

 

A pesar de estas diferencias, cabe destacar que en el estudio de Gerber y cols., 

así como en nuestro estudio, el análisis de los perfiles de expresión de CTHs de 

LMC mostró sobreexpresión de genes implicados en la reparación del ADN, el 

ciclo celular y la condensación cromosómica, mientras que los genes involucrados 

en la diferenciación de células mieloides se sub-expresaron. A nivel genético 

individual, ambos estudios, mostraron que GAS2 y DPP4 se encontraban entre los 

genes más sobreexpresados en CTHs de LMC. La proteína codificada por GAS2 
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es un sustrato para Caspasa-3 que juega un papel importante en la forma de la 

célula, la apoptosis, el ciclo celular y las actividades de calpaína (Schneider, et. al., 

1988; Benetti, et. al., 2001). La expresión de GAS2 está alterada en diferentes 

tipos de cáncer como el cáncer colorrectal (Chang, et. al., 2016), y es importante 

señalar que se ha encontrado que este gen está sobreexpresado en células 

CD34+ de pacientes con LMC (Zhou, et. al., 2014). De manera similar, se ha 

encontrado que DPP4 (CD26), una enzima de la membrana celular que altera 

específicamente el eje SDF1-CXCR4, está altamente expresada en células LMC 

CD34+CD38-Lin-, mientras que su expresión en CTH normales es baja o ausente 

(Järas, et. al., 2010). Esto ha llevado a la propuesta de que CD26 podría usarse 

como un biomarcador para CTHs de LMC. Nuestros resultados están claramente 

en concordancia con los estudios anteriores. 

 

Entre todos los genes que se sobre-expresaron en CTHs de LMC, nos centramos 

en tres de ellos: PIEZO2, RXFP1 y MAMDC2. La razón para enfocarse en esos 

genes particulares fue triple. En primer lugar, todos mostraron un valor de 

expresión de > 13 veces el cambio, en comparación con sus niveles de expresión 

en CTH normales. En segundo lugar, su función en este tipo de célula particular, 

es decir, en CTHs de LMC, no se conoce. En tercer lugar, estos tres genes 

codifican proteínas de membrana celular, lo que indica que tales proteínas podrían 

usarse como biomarcadores potenciales para las células troncales de LMC.  

 

PIEZO2 codifica una proteína transmembranal que desempeña un papel en la 

mecanorecepción, incluidas las corrientes de activación mecánica activadas 

rápidamente en las neuronas somatosensoriales (Coste, et. al., 2010; Chesler, et. 

al., 2016). Se ha informado que la mayoría de las neuronas sensoriales 

mielinizadas que se proyectan hacia la médula ósea expresan PIEZO2 (Nencini e 

Ivanusic, 2017), y que este gen desempeña un papel importante como regulador 

crítico de la angiogénesis tumoral y la permeabilidad vascular (Yang, et. al., 2016).  

RXFP1, también conocido como LGR7, codifica una proteína de la membrana 

celular acoplada a la proteína G que es el receptor de la relaxina (Kern y Bryant-

Greenwood, 2009). La relaxina puede ejercer una amplia gama de efectos, que 

incluyen la vasodilatación, los efectos antifibróticos, los efectos angiogénicos, 
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antiapoptópicos y antiinflamatorios (Sarwar, et. al., 2017). Informes recientes 

indican que RXFP1 participa en el desarrollo de varios tipos de cáncer, incluido el 

cáncer de próstata (Feng, et. al., 2010; Klonisch, et. al., 2017).  

 

A diferencia de las dos proteínas, el papel de MAMDC2 aún no está claro. Su 

paralogo MDGA2/MAMDC1 se une a CAM, participando en la adhesión celular; 

por lo tanto, es posible que MAMDC2 también esté involucrado en los 

mecanismos de adhesión celular. MDGA2/MAMDC1 actúa como una molécula 

antitumoral en el cáncer gástrico (Wang, et. al., 2016); sin embargo, el papel de 

MAMDC2 en el cáncer, si lo hay, aún no se ha dilucidado. El gen MAMDC2 está 

mutado en pacientes con síndrome de Kabuki, un síndrome de anomalía 

congénita, retraso mental múltiple caracterizado por una apariencia facial distinta 

(Kuniba, et. al., 2009). Los roles reales de estas tres proteínas en CTL aún no se 

comprenden; sin embargo, como se mencionó anteriormente, podrían usarse 

como biomarcadores (después de la confirmación en series más grandes de 

pacientes) en CTH de pacientes con LMC. 

 

En cuanto a los perfiles de expresión observados en los progenitores 

hematopoyéticos, encontramos que las vías genéticas implicadas en el 

metabolismo del colesterol se encuentran entre las vías más representadas. La 

importancia de esta observación aún no está clara; sin embargo, cabe destacar 

que se ha observado una alta incidencia de valores bajos de colesterol en 

pacientes con LMC (Marini, et. al., 1989) y algunos grupos han encontrado que 

dicha hipocolesterolemia puede tener importancia pronóstica (Muller, et. al, 1989).  

 

En términos de vías sub-expresadas, la adhesión celular fue uno de los más 

representados. Esto está de acuerdo con el hecho de que los mecanismos de 

adhesión celular están alterados en la LMC, lo que lleva a la movilización de 

células inmaduras hacia la circulación. De hecho, se ha demostrado claramente, 

tanto in vitro como in vivo, que la adhesión celular es uno de los principales 

procesos biológicos que se ven afectados en las células de LMC (Goldman y 

Melo, 2003; Sawyers, 1999; Wertheim, et. al., 2002). 
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El trabajo reciente del grupo de John Dick en pacientes con LMA ha demostrado 

que, en lugar de inmunofenotipo, las firmas de expresión génica definen la función 

de la célula troncal leucémica (Eppert, et. al., 2011). Es decir, parece que los 

programas de expresión de células troncales no son exclusivos de la población de 

linfocitos CD34+CD38-, sino que persisten en las poblaciones progenitoras 

(CD34+CD38+lin-) y de blastos (CD34-CD38+/-), aunque en niveles 

significativamente más bajos. Estas y otras observaciones apuntan a la necesidad 

del desarrollo y la validación de nuevos biomarcadores de CTL. Esto también es 

cierto para las células troncales en tumores sólidos. De acuerdo con esta noción, 

el presente estudio contribuye a nuestro conocimiento sobre las firmas de 

expresión génica global de distintas poblaciones de células hematopoyéticas 

primitivas leucémicas y normales, e identifica tres nuevos biomarcadores 

potenciales (PIEZO2, RXFP1 y MAMDC2) para CTL. 

 

Intentar comprender, a nivel genómico, los efectos de IM y otros inhibidores de 

tirosina cinasa en pacientes con LMC, y la naturaleza molecular de la resistencia a 

TKI, basada en perfiles de expresión génica, ha sido un objetivo importante para 

varios grupos.  

 

En este sentido, se ha logrado un progreso significativo en los últimos años 

(McWeeney, et. al., 2010; Gerber, et. al., 2013; De Lavallade, et. al., 2010; Long, 

et. al., 2015; Cha et. al., 2016). Hasta la fecha, sin embargo y según nuestro 

conocimiento, los cambios genómicos inducidos por la administración in vitro de 

IM a poblaciones puras de CPH no se han informado. Al tratar de determinar si el 

cultivo in vitro de células progenitoras tanto normales como LMC afectaría sus 

perfiles de expresión génica, dichas poblaciones celulares se cultivaron durante un 

período de dos días en condiciones estándar, con y sin IM. Es importante señalar 

que este tipo de experimentos no se realizaron en cultivos de células troncales 

debido al número extremadamente bajo de células obtenidas. El cultivo in vitro de 

CPH dio como resultado cambios significativos en sus perfiles de expresión 

génica. Para las células normales, más de 1.200 genes se expresaron 

diferencialmente; el ciclo celular, la biosíntesis de esteroides y la segregación 

cromosómica se encontraban entre las vías más sobre-expresadas, mientras que 
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la regulación de la transcripción y la apoptosis se encontraban entre los procesos 

biológicos más sub-expresados. Cuando se añadió IM a los cultivos, se observó 

que la expresión de casi mil genes se alteró y varias de las rutas y genes más 

representados en las células cultivadas en ausencia de IM también se 

representaron en células cultivadas en presencia del fármaco.  

 

El cultivo de progenitores de LMC también provocó cambios en la expresión de 

varios cientos de genes (más de 850 genes en cultivos sin IM y más de 750 genes 

en presencia del fármaco). En cuanto a las células normales, el ciclo celular, la 

condensación cromosómica, la biosíntesis de esteroides y la unión a ATP se 

encontraban entre los procesos biológicos más representativos que estaban 

regulados positivamente, mientras que la regulación de la transcripción y la 

apoptosis se encontraban entre las rutas más representadas en términos de genes 

regulados negativamente.  

 

Estos hallazgos indican que el simple hecho de cultivar células en medio líquido 

libre de suero en presencia de una combinación de ocho citocinas indujo cambios 

importantes en los patrones de expresión de un número significativo de genes. 

Parece muy probable que tales cambios hayan sido inducidos por las citocinas 

estimuladoras añadidas al medio de cultivo; sin embargo, se deben realizar más 

estudios para determinar los factores reales que causan dichos cambios. 

Curiosamente, los cambios observados fueron similares independientemente de la 

ausencia o la presencia de IM. La razón de esto no está del todo clara, sin 

embargo, parece muy probable que el cóctel de ocho citocinas haya ejercido un 

efecto tan fuerte, "forzando" a las células a mostrar un perfil de expresión génica 

particular, y la presencia de IM cambió ese perfil solamente de una manera leve. 

En células de LMC, la proliferación reducida observada en cultivos suplementados 

con IM podría deberse a cambios en la expresión de un gen particular. Sin 

embargo, también es posible que tal efecto no se deba a cambios significativos, 

sino a cambios sutiles en el nivel de expresión de genes específicos. 
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CONCLUSIONES. 

 

En el presente estudio hemos determinado los perfiles de expresión génica de las 

fracciones celulares, obtenidas de sujetos normales y pacientes con LMC, que 

estaban altamente enriquecidos para células troncales hematopoyéticas (CTH) y 

progenitoras (CPH). Nuestros resultados indican que los perfiles transcripcionales 

de las células troncales y progenitoras de LMC fueron más cercanos a los de los 

progenitores normales, mientras que las CTH normales mostraron un perfil de 

expresión más alejado de los otros grupos. Encontramos que los perfiles de 

expresión de CTH y CPH de LMC estaban más cerca unos de otros que los de 

CTH y CPH de médula normal. Los principales procesos biológicos desregulados 

en las células de LMC incluyen la reparación del ADN, el ciclo celular, la 

condensación cromosómica, la adhesión celular y la respuesta inmune.  

 

También determinamos los cambios transcriptómicos en células troncales y 

progenitoras normales y LMC en condiciones de cultivo y encontramos que varios 

genes implicados en el ciclo celular, la biosíntesis de esteroides y la segregación 

cromosómica estaban regulados positivamente, mientras que los genes implicados 

en la regulación de la transcripción y la apoptosis estaban regulados 

negativamente. Estos cambios fueron básicamente los mismos, 

independientemente de la adición de IM al cultivo. Finalmente, hemos identificado 

tres genes -PIEZO2, RXFP1 y MAMDC2- que se expresan preferentemente por 

células primarias LMC y que codifican proteínas de membrana celular; por lo tanto, 

son biomarcadores potenciales para células troncales de LMC. 
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